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Zur Mikrophosphatidbestimmung im Blute. 


Nachtrag zur Arbeit in dieser Zeitschr. 264, 310, 1933. 
Von 


Bo Norberg. 


(Aus der physiologisch-chemischen Abteilung des Karolinischen Instituts 
in Stockholm.) 


(Eingegangen am 24, Januar 1934.) 


Die friiher angegebene Methode! wurde mit besonderer Riicksicht 
auf die P-Bestimmung in méglichst kleinen Blutmengen nachgepriift. 
Folgende Modifikationen werden empfohlen: 


Fdllung. 0,5cem Blut, Plasma oder Serum (0,2 cem bei Phosphatid- 
bestimmung allein) werden mit 3cem Wasser verdiinnt und mit 3,5 cem 
10°, iger Trichloressigsiure (TCE.) unter Umschiitteln § gefallt. Nach- 
waschen mit 1- bis 2°,iger TCE. 

Extraktion mit Alkohol-Chloroform (3 Teile abs. Alkohol + 1 Teil 
CHCl) in 6 bis 8 Stunden. Nach noch langerer Extraktion, sowie auch bei 
Extraktion von noch feuchten Niederschlaigen, entsteht bisweilen eine 
Triibung im Extrakt. Die Verbrennung der eingedampften Extrakte mit 
H,SO, + HNO, bei 250° wird als die zuverlassigste empfohlen. Die 
schnellere Verbrennung mit Perchlorséure gibt mit der angewandten kolori- 
metrischen P-Methode irrige Werte. 

Die Wahl des Extraktionsmittels. Zuerst wurde die zweckmaBige Reihen- 
folge der einfachen Solventien bei Phosphatidextraktion aus einem in 
saurem Milieu gewonnenen Niederschlag bestimmt, da dieselbe nicht aus 
den bei Extraktion von anders behandeltem Material erhaltenen vorher- 
gesagt werden kann (vgl. Klein und Dinkin? und Kumagawa und Suto*). 
Dabei ergab sich folgendes (an Lebersuspension) [die Ziffern geben das 
relative Extraktionsvermégen (Alkohol = 100) wieder]: Alkohol 100, 
Aceton 76, Chloroform 72, Benzol 64, Tetrachlorkohlenstoff 50, Petrol- 
ather 37. Um aber eine vollstandige Extraktion auf einmal zu erhalten 
(vgl. MacLean* und Ciaccio®, alkoholunlésliche Phosphatide), wurden 
verschiedene Kombinationen mit Alkohol gepriift. Alkohol-Benzol 1: 4 
(Rewald *) und Alkohol-Chloroform 3:1 zeigten sich als die besten. Dem- 
zufolge wurden Alkohol, Benzol und Chloroform miteinander systematisch 
kombiniert (Tabelle 1). 

Eine Mischung von 1 Teil Chloroform und 3 Teilen abs. Alkohol erwies 
sich also unter allen gepriiften Kombinationen als die zweckmabBigste. 
Nach siebenstiindiger Extraktion mit dieser Mischung kénnen weder Alkohol- 


! B. Norberg u. T. Teorell, diese Zeitschr. 264, 310, 1933. 2 W. Klein 
u. L. Dinkin, Zeitschr. f. physiol. Chem. 92, 302, 1914. — * M. Kumagawa 
u. K. Suto, diese Zeitschr. 8, 212, 1908. — 4 MacLean, Biochem. J. 9, 351, 
1915. — ® Ciaceio, Arch. di Farm. sper. e se. aff. 24, 231, 1917, zitiert nach 
Artom, Bull. soc. chim. biol. 7, 1099, 1925. — ® B. Rewald, diese Zeitschr. 
198, 103, 1928. 
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B. Norberg: 


Chloroform, noch Aceton, Benzol oder Ather mehr Phosphatide aus dem 
Niederschlag ausziehen. Die Extraktion diirfte somit vollstandig sein. 
Statt abs. Alkohol kann auch 96°,iger Alkohol mit gutem Resultat an- 
gewendet werden. 


Tabelle I. 


Extraktion mit verschiedenen Alkohol-Benzol-Chloroform 
mischungen. Menschenblut mit Oxalatfluorid. Extraktions- 
dauer 7,5 Stunden. 





Der andere Teil des Extraktionsgemisches 


Alkohol in eines vo ue ee ie 

Vol.-0 9 vom C6 He : 0 } ae 2 i. <*% 

Extraktions- CHCl; 10 “10 a "6 “4 
gemisch | 


96 O/oiger nea 2 erred > 
Alkohol Absoluter Alkohol 


565 | 565| — a 
— | 838! 860 840) 8,94 
9,67 980 910 9,25 9,34 
— | 105 9,80 994 10,1 
10,7 | 11,0 9,90 101 104 
10.9 | 113 | 101 | 101 | 103 
10.8 | 11,1 | 102 | 102 | 103 
10.3 | 106 103 104 9,68 
937 | 946 946 9,46 9,46 


Tabelle II. 


Vergleich der modifizierten Methode mit einer Standardmethode 
(Theorell und Widstrém). 





ae ‘ Ab- 

Diese Methode  weichung | Groste Differenz 
Probemenge von der zwischen Einzel- 
0,2 eem Standard- werten in °/o 
aos ee Maer ce eee |e vom Mittel 

mg-°/,P Mittel mg-%/)P) Mittel 0! | 


Standard- 


methode Anmerkungen 


6,01 |) 6,10 6,27 6,22 +20 Voliblut, Katze. Defibri- 


niert. 


6 6,16 

2 jin HBF fin? as | os | Yn, Mee oe 

9,85 9,97 421 Voliblut, Schwein, Citrat. 

9.73 10.0 Lange Autolyse, + 3°. 
Vs ‘ : a Homo. Oxalat- 
11,4 


£65 Pl Pferd. Oxalat 
> € - asma, erd. Xaia 

-_ ’ ’ Lange Autolyse, + 3 
af 


8,22 
8,32 : Serum, Pferd. 
8,48 
Lebersuspension. 240Std. 
Autolyse bei + 3°. 





Mikrophosphatidbestimmung im Blute. 


Beleganalysen. Mit einer bekannten Standardmethode (Theorell und 
Widstrém') verglichen zeigt die verbesserte Methode ein paar Prozent 
hdhere Werte und durchschnittlich gute Ubereinstimmung (Tabelle I1). 
Tabelle III zeigt, daB die gleichzeitige Bestimmung der saureléslichen 
P-Fraktionen und des Phosphatidphosphors gute Werte liefert. Die Durch- 
schnittszahl fiir die gréB8te Differenz zwischen Parallelbestimmungen von 
Phosphatiden in Prozenten vom Mittel ist 2,9°, (Tabelle I] und II). 

Weitere Data, die den Modifikationen der Ursprungsmethode zugrunde 
liegen, kénnen wegen Raummangels nicht aufgenommen werden. 


Tabelle III. 


Bestimmung der P-Fraktionen in Oxalatblut (Mensch). 
Probemenge 0,5 ccm. 





Phosphatid P Grébte 
Gesamt- |_———_—_—_—__———_———__ Differenz 
Direkt P siure- Einzel ‘ zwischen 
lislieher P an % Mittel —_ Einzelwerten 
= in %) vom 
mg-9/o mg-°/o mg-9/9 mg-°/, Mittel 


Anmerkungen 


o- |) 9 6,96 
3,26 18,5 6,90 6.95 2 6 Fall Nr. 1: Gefallt 3 Std. 
3,3 17,7 6,90 cad ~— nach der Entnahme. 
17,4 7,14 
22,2 10,1 
22.6 9,92 ; Fall Nr. 2: Gefallt 1 Std. 
22.2 10,1 ’ nach der Entnahme. 
22.6 10,0 
8,97 10,2 
Hy 6 , D.i 3,9 Fall Nr.3: 75Std. Autolyse. 
9,0 10,5 


’ H. Theorell u. G. Widstrém, Zeitschr. f. exper. Med. 75, 699, 1931. 











Das Vorkommen eines Methimoglobinimie erzeugenden 
Prinzips bei einigen Arten der Pflanzenfamilie Tribulus. 


Von 
Claude Rimington und J. J. Quin. 
(Aus den Onderstepoort Veterinary Research Laboratories, Pretoria, 
Siidafrika. ) 


(Eingegangen am 18. Januar 1934.) 


Das Studium der ,,siidafrikanischen Krankheit‘‘ bei Schafen, ,,Geel- 
dikkop* oder ,,Tribulose“ genannt', hat zu der Frage nach der Photo- 
sensitivierung von Tieren gefiihrt. Wir wollen uns hier auf die Be- 
schreibung einiger Versuche beschranken, die zur Isolierung eines 
toxischen Prinzips aus drei Arten der Pflanzenfamilie Tribulus fiihrten. 
Das Pflanzenmaterial wurde aus drei verschiedenen Orten bezogen 
und dem Orte nach gekennzeichnet, um mdglichst die bisweilen bei 
den Botanikern noch existierende Unsicherheit der Einteilung der 
Arten zu vermeiden. Muster der drei Tribulus-Arten werden in dem 
Onderstepoortschen Herbarium aufbewahrt. 1. Onderstepoort Tribulus, 
2. Melton Wold Tribulus, 3. N. Transvaal Tribulus. 

In Bestatigung friiherer Beobachtungen? wurde festgestellt, dal 
der den Tieren mit einem Magenschlauch zugefiihrte, durch Aus- 
quetschen von 4 bis 5 kg des frischen griinen Pflanzenmaterials her- 
gestellte Pflanzensaft innerhalb einiger Stunden zum Tode fiihrt. 
Das am meisten auffallende Symptom war die Braunung der Con- 
junctivae, wahrend die BlutgefiBe eine schokoladenbraune Farbe 
aufwiesen. Die Untersuchung post mortem zeigte eine ahnliche Farbung 
des ganzen Kérpers, das Blut war dunkelbraun gefarbt und zeigte 
bei der spektroskopischen Untersuchung ein auffallendes Absorptions- 
band im Rot, annahernd bei 630 mu. Es traten aber keine der charak- 
teristischen auBerlichen Symptome des ,,Geeldikkops’, wie Ikterus 
oder Lichtempfindlichkeit, auf. Daf die braune Farbung des Blutes 
durch die intracellulare Bildung von Methamoglobin entstand, deutet 
schon das spektroskopische Verhalten des Blutes an. Dies wurde 
bestiatigt durch die leichte Reduktion des Pigments zu reduziertem 
Hamoglobin bei Zugabe von Natriumhydrosulfit und die Wieder- 


1 4. Theiler, 7th and 8th Reports: Director of Veterinary Research, 
Union of South Africa, 1920. — ? J. 1. Quin, J. S. Afr. Vet. Med. Assn. 
1, Nr. 2, 43, 1928; 15th Report: Dir. Vet. Ser. Union. 8. Afr. 1929, S. 765; 
16th Report: Dir. Vet. Ser. and Animal Ind. 1930, 8. 413; 17th Report: 
Dir. Vet. Ser. and Animal Ind. 1931, S. 645. 
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Vorkommen eines Methamoglobinimie erzeugenden Prinzips usw. 5) 


oxydation des Hamoglobins zu Oxyhaimoglobin beim Schiitteln an 

Tes . ‘ se ° 
der Luft. Wiasserige “Ausziige des getrockneten Pflanzenmaterials 
erzeugten ganz ahnliche Erscheinungen. 


Thermolabilitét, Léslichkeit usw. des toxischen Prinzips. 


Beim Erhitzen des ausgequetschten Pflanzensaftes auf 61°C 
wurde der griBte Teil des Proteinmaterials ausgefallt. Das gekiihlte 
Filtrat wurde auf Giftwirkung gepriift und noch stark toxisch gefunden. 
Bei einer Behandlung mit Wasserdampf wurde es aber vollkommen 
maktiviert. Die weiteren Beobachtungen werden hier kurz zusammen- 
gefaBt: 





Vorbehandlung des Materials Ergebnis 


2'/ykg frisch gesammelten Tribulus 30 Minuten Negativ. Keine Symptome. 
mit Wasserdampf behandelt, iiber Nacht geweicht 
und ausgedrickt 


1 kg getrockneten Tribulus in 5 Liter Wasser iiber Positiv. Toédlich. Typische 
Nacht eingeweicht, ausgedriickt und die Lésung Symptome. 
5 Minuten gekocht 


Wie oben behandelt, aber die Lésung durch Kochen  Voribergehende Methamo- 
bis auf ein Drittel des Volumens eingeengt globinamie. Das Tier erholt 
sich. 


Lkg getrockneten Tribulus in 3 Liter Wasser iiber Negativ. Keine Symptome. 
Nacht eingeweicht, ausgedriickt und mit 500 cem 
Schafbiut gemischt 

Um das toxische Prinzip mittels Alkohols auszuziehen, wurde 
1 kg des getrockneten Materials zweimal mit 96°,igem Alkohol bei 
Zimmertemperatur behandelt. Die Ausziige wurden vereinigt, und 
bei einer 50° C nicht tibersteigenden Temperatur eingeengt. Der Riick- 
stand wurde in Wasser aufgenommen und den Versuchstieren ein- 
gegeben. Das Ergebnis fiel aber negativ aus. Dagegen fiihrte die Ver- 
abreichung des ausgezogenen Pflanzenriickstandes zum Tode mit 
typischer Methamoglobinimie. Bei einem weiteren Versuch mit 75 °,igem 
Alkohol konnte der aktive Bestandteil sowohl in dem Auszug als im 
Pflanzenriickstand nachgewiesen werden. Es wurde auch weiter fest- 
gestellt, daB weder Bleiacetat noch Mercurichlorid das toxische Prinzip 
ausfallen. Dagegen fiihrte die Behandlung mit Phosphorwolframsaure 
zum Verschwinden des gesuchten Bestandteiles. 

Es ist bekannt, daB unter den Methimoglobinamie bei Tieren 
erzeugenden Stoffen die organischen Nitroverbindungen (z. B. Nitro- 
benzol, Nitroglycerin und Pikrinséure) und die durch Reduktion er- 
zeugten Aminoderivate (z. B. Toluylendiamin) bei weitem die wichtigste 
Klasse bilden. Als Beispiel einer bekannten Substanz von pflanzlicher 
Herkunft sei das Podophyllotoxin genannt. Es ist aber auch bekannt, 











6 C. Rimington u. J. J. Quin: 


da anorganisches Nitrit die Umwandlung des Haimoglobins zu Met- 

hamoglobin in vitro zu bewirken vermag. 

Die Méglichkeit des Vorhandenseins einer einfachen organischen 
Verbindung wird aber dadurch ausgeschlossen, daB das toxische Prinzip 
in 96°,igem Alkohol unléslich ist. Der Versuch, solch eine Substanz 
zu fassen, miflang. Es schien uns daher durchaus wahrscheinlich, 
daB es sich in diesem Falle um ein anorganisches Nitrit handelte. Die 
folgenden weiteren entscheidenden Versuche wurden daher angestellt: 

Der wasserige Auszug wurde durch Zusetzen von Bleiacetat und 
Mercurichlorid geklart. 

1. Bei einem py der Lésung gleich 4,6 entstand mit verdiinntem Blut 
momentan Methimoglobin; bei dieser Aziditaét entstand kein Ha- 
matin. Wurde aber die Alkalinitat der Lésung gesteigert, so wurde 
die Umwandlung zu Methamoglobin vermindert. 

2. Bei einem px gleich 4,6 wurde zweiwertiges Eisen sofort zum drei- 
wertigen oxydiert. 

3. Saures Permanganat wurde reduziert. 

4. Eine saure Kaliumjodid-Starkelésung wurde blau gefairbt (Oxy- 
dation). 

5. Das m-Phenylendiaminreagens erzeugte eine braune Farbung. 

6. Das Griess-llosvay-Reagens («-Naphthylaminsulfanilsiure in saurer 
Lésung) erzeugte sofort eine intensiv rosarote Farbung. 

7. Die braune Ringprobe mit Ferrosalz war positiv. 

Auf Grund dieser Reaktionen ist der SchluB berechtigt, daB der 
Giftstoff ein anorganisches Nitrit ist, zumal da die Diazotierungs- 
reaktionen 5 und 6 spezifisch fiir Nitrite sind. Die Ergebnisse der 
vorlaufigen Versuche werden damit ohne weiteres verstandlich. 

Hinsichtlich der Form, in welcher das Nitrit in dem Pflanzen- 
auszug vorliegen kann, ergibt sich nur eine von drei Méglichkeiten: 
1. Es existiert in Lésung als freies, anorganisches Nitrit. 

2. Es liegt vor in Verbindung mit Glucose als ein auSerordentlich 
unstabiles Glucosid, ahnlich wie dies von den Blattern der Erythrina 
bekannt ist. 

3. Es wird aus irgendeiner anderen schon in der Pflanze vorhandenen 
Muttersubstanz gebildet. 

Wegen der erheblichen Reaktionsfihigkeit der Nitrite ist ihre 
Bestimmung im Pflanzenmaterial neben Proteinen, Aminoséuren usw. 
nicht einfach; dennoch zeigten vorlaufige Versuche ganz deutlich, 
daB der Nitritgehalt verschiedener Ausziige und derjenige desselben 
Auszugs unter verschiedenen Bedingungen stark schwankte. Als 
Beispiel diirfte hier erwihnt werden, daB drei zu verschiedenen Zeiten 
durch Ausziehen iiber Nacht aus 200g getrocknetem Tribulus mit 
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800 ccm kaltem Wasser hergestellte Extrakte Nitritmengen entsprechend 
1,6, 0,15 und 0,31 g NaNO, pro kg Pflanzenmaterial aufwiesen. Dagegen 
enthalten die mit kochendem Wasser hergestellten Ausziige das Nitrit 
nur spurenweise. 

Das Vorhandensein eines Nitrits in Form eines labilen Glucosids 
erscheint deswegen méglich, weil Weehuizen! iiber das Vorkommen 
eines solchen Glucosids und eines dieses Glucosid zu Salpetersiure 
zersetzenden Enzyms in den Blattern einer nicht identifizierten Er ythrina- 
Art berichtet. Diese Beobachtung Weehuizens ist spater von Betting? 
bestatigt worden. Trotzdem miissen wir nach unseren experimentellen 
Ergebnissen aus verschiedenen Griinden das Vorhandensein eines in 
Nitrit zerfallenden Glucosids in unseren T'ribulus-Mustern fiir un- 
wahrscheinlich halten. Obwohl das Nitrit im trocknen, gepulverten 
Pflanzenmaterial ganzlich fehlt, wird es dennoch in bemerkenswerten 
Mengen rasch gebildet, wenn das trockene Material in Wasser im ge- 
schlossenen GefiB eingeweicht wird. Wir halten es daher in unserem 
Falle fiir wahrscheinlicher, daB das Nitrit in den Wasserausziigen oder 
in dem Saft der 7'ribulus-Pflanze aus anorganischen Nitraten entstehe, 
da ja Nitrate 6fters, obwohl nicht immer, im Pflanzengewebe vorhanden 
sind. Es wurde schon von Anderson? festgestellt, daB ein reduzierendes 
Enzym oder Enzymsystem, welches hinzugesetztes Nitrat in Nitrit 
verwandelt, in manchen Pflanzengeweben vorliegt. Als einziger Einwand 


gegen diese Annahme diirften die relativ groBen Mengen Nitrat gelten, 
die fiir die aufgefundenen Nitritmengen unbedingt erforderlich sind. 
Demgema8 wurde der Nitratgehalt unserer Tribulus-Muster bestimmt, 
und zwar wurde schlieBlich die Methode von Strowd+ gewahlt, deren 
Ergebnisse spater auch durch die héchst spezifische kolorimetrische 
Phenolsulfonsiuremethode bestatigt wurden. 


Die Bestimmung des Nitratgehalts des getrockneten Tribulus. 

Die vorlaufigen Versuche wurden an einem grofen Vorrat von 
gepulverten und getrockneten Tribulus-Mustern, die von drei ver- 
schiedenen Orten stammten, ausgefiihrt, um die Reproduzierbarkeit 
der Ergebnisse zu priifen. Nach Strowd sollen die Analysenwerte seiner 
Methode gut mit denen der gasometrischen Methode von Schultz iiber- 
einstimmen. Wir erhielten tatsichlich auch bei Doppelbestimmungen 
gut iibereinstimmende Werte. Bei der Berechnung wurde das durch 
einen Kontrollversuch neutralisierte Volumen Saéure von dem direkt 


1 Weehuizen, Pharm. Weekbl. 44, 1229, 1907; vgl. ,,.Die Pflanzen- 
stoffe’’, Wehmer, 2. Ausgabe, Jena 1929 bis 1931. — 2 Betting, ebenda 
46, 1089 u. 1909, 1909; vgl. ,,Die Pflanzenstoffe’’, Wehmer, 2. Ausgabe, 
Jena 1929 bis 1931. — * V.L. Anderson, Ann. of Bot. 38, 699, 1924. — 
4 W. Strowd, Soil Science 10, 333, 1920. 
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erhaltenen Titer abgezogen, da das Natriumhydroxyd auch sonst 
imstande ist, aus den Proteinen und sonstigen Basen wie Cholin usw. 
Ammoniak oder fliichtige Amine abzuspalten. 

Als Durchschnittswerte fiir die drei Tribulus-Arten wurden pro 
100 g Trockenmaterial gefunden bei: Onderstepoort Tribulus: 3,39 g 
KNO,, N. Transvaal Tribulus: 2,29 g KNO,, Melton Wold Tribulus: 
1,20 ¢ KNOs. 

Es ist also sofort ersichtlich, daB diese Pflanzen erheblich gréBere 
Nitratmengen aufweisen als die meisten anderen Dicotyledonen. Es 
ist weiterhin auch klar, daB der Nitratgehalt mehr als ausreicht, um 
die experimentell gefundenen Mengen Nitrit zu erklaren, und er iiber- 
steigt immerhin auch die niedrigste Menge Pflanzensaft oder Extrakt, die 
zur Vergiftung des Schafes erforderlich ist. 


Obwohl Strowd schon seinerzeit zeigte, daB die Bestimmung mit 
der Devardaschen Legierungsmethode zuverlaBlich ist, wurde es dennoch 
fiir wiinschenswert gehalten, die so erzielten Werte auch durch eine 
weitere Analysenmethode zu bestiatigen, da fiir die Beleuchtung der 
ganzen Frage nach der Giftwirkung dieser Pflanze der Richtigkeit der 
Zahlen die gréBte Wichtigkeit zukommen diirfte. Die Methode von 
Pucher und Wakeman stand uns zur Zeit noch nicht zur Verfiigung. 
Es wurde daher die sehr spezifische, kolorimetrische Phenolsulfonat- 
methode angewandt, die in der Wasseranalyse fiir Nitratbestimmungen 
wohl gut bekannt ist. Wie erwahnt, waren die Ergebnisse in ein- 
deutigem Einklang mit denen der Reduktionsmethode. 

Das Phenolsulfonsiurereagens wurde nach dem Verfahren von 
Charnot, Pratt und Redfield! hergestellt, indem zu einer Lésung von 
25 g Phenol in 150 ccm konz. Schwefelséure 75 ccm rauchende Schwefel- 
siure (13°% SO,) hinzugefiigt wurden, und die Lésung dann wahrend 
2 Stunden auf dem Wasserbad erhitzt wurde. 


Da die Methode sich zur Bestimmung von einem Teil Nitrat in 
hunderttausend eignet, konnte eine erhebliche Verdiinnung des Pflanzen- 
auszuges vorgenommen werden, wodurch die Mengen an Chlorid und 
organischem Material bedeutend vermindert werden. 


Beispiel. Ein Auszug wurde mit 200 cem siedendem Wasser aus 20 g 
Tribulus auf iibliche Weise hergestellt. Nitratbestimmungen nach Devarda 
fiihrten bzw. zu 2,74 und 2,86mg pro ccm, oder 2,74 und 2,86°, KNO, 
im urspriinglichen Pflanzenpulver. Also Mittelwert 2,80°, KNO,. 

1,0cem des filtrierten Auszuges wurde auf 100 ccm verdiinnt:; von 
dieser hundertfach verdiinnten Lésung wurden zwei Portionen zu je 10 ccm 
in Zentrifugenglaser pipettiert und mit 5 ccm einer frisch gefallten Alumi- 


1 E. Charnot, D. Pratt u. H. Redfields, J. Amer. Chem. Soc. 338, 366 
u. 381, 1911. 
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niumhydroxydsuspension behandelt. Nach dem Zentrifugieren wurden 
10cem der klaren Fliissigkeit mit einer Pipette entnommen, und mit 2 Tropfen 
einer n/10 NaOQH-Lésung in eine Verdampfungsschale iibertragen. Eine 
aus reinem Kaliumnitrat hergestellte Reihe Standardlésungen wurde auf 
ahnliche Weise behandelt. Die Lésungen wurden auf dem Wasserbad bis 
zur Trockne eingedampft, und 2ccm von dem Phenolsulfonséurereagens 
unter kraftigem Umriihren hinzugesetzt. 

Die Schalen wurden dann mit kaltem Wasser abgeschwemmt und mit 
20 cem Wasser vorsichtig behandelt. Nach dem Umriihren wurden 10 cem 
einer 10n KOH-Lésung hinzugesetzt und die gelbe Farbung der so er- 
haltenen alkalischen Lésung in GefaéBen von gleicher Gr6Be und Form 
verglichen. Gefunden wurden 2,70 mg KNO, pro cem, oder 2,70°, KNO, 
auf das Pflanzenpulver berechnet. 

In einem weiteren Versuch mit frisch gesammeltem Tribulus ergab 
die Devardasche Methode 0,577 und 0,570 g KN O, pro 100g griines Material, 
neben 0,58°, mit der kolorimetrischen Methode. 


Das Vorhandensein solcher Nitratmengen gab Veranlassung, die 
Isolierung des Salzes in kristallinischer Form zu versuchen. Durch 
Entfarbung des wasserigen Auszugs mit Blutkohle und Einengen der 
Lésung bis zu einem Sirup, ist dies tatsachlich gelungen. Das Salz 
wurde durch Zugabe von 96° ,igem Alkohol gefallt und mit Alkohol 
griindlich nachgewaschen. Bei fraktionierter Kristallisation wurde 
Kaliumnitrat in guter Ausbeute erhalten. 

Man darf daher annehmen, daB der gréBte Teil des Nitrats als 
Kaliumnitrat in der Pflanze vorliegt. 

Wie unten gezeigt wird, ist die Reduktion von Nitraten zu Nitriten 
durch ein in der Pflanze vorhandenes enzymatisches Reduktions- 
system schon von verschiedenen Forschern beobachtet worden. Wir 
stellten uns also zunachst die Aufgabe, dieses System naher zu studieren. 
Um zu ermitteln, ob das reduzierende Enzym wasserléslich sei, wurden 
10g des getrockneten Onderstepoortschen Tribulus in 50 ccm einer 
mit einigen Tropfen Chloroform behandelten Dinatriumphosphatlésung 
(pu = 8,4) tiber Nacht stehengelassen. Der Auszug wurde ausgedriickt, 
abzentrifugiert, mit Ammoniumsulfat gesattigt, und die entstehende 
Fallung abzentrifugiert und mit einer gesattigten Ammoniumsulfat- 
lésung nachgewaschen. Die Fallung wurde zunachst in 5 cem Wasser 
aufgenommen und die entstehende Lésung auf ihre Aktivitat durch 
Zusatz von Kaliumnitrat (25cem einer 0,2%igen Lésung), 3 mg 
Xanthin (in 3cem n/10 NaOH-Lésung frisch aufgelést) und 0,1 cem 
Chloroform untersucht. Nach 4 Tagen wurde das vorhandene Nitrit 
mit dem Griess-Ilosvayschen Reagens bestimmt, wobei nur 0,21 mg 
gefunden wurden. Die Reduktion zu Nitrit war also weniger als 1°, 
der theoretisch méglichen Menge. 


In einem zweiten Versuch wurden 10g des Pflanzenmaterials 
durch Behandeln mit Wasser iiber Nacht vom Nitrat und Nitrit befreit, 





10 C. Rimington u. J. J. Quin: 


der Riickstand ausgedriickt und mit verschiedenen Portionen destil- 
lierten Wassers griindlich ausgewaschen. Ein Viertel des gewaschenen 
Materials (2,5 g Trockengewicht) wurde in 50 ccm Wasser plus 0,1 ccm 
Chloroform suspendiert. Ein zweites Viertel wurde in 20 ccm einer 
0.2% igen Kaliumnitratlésung aufgenommen, 30 ccm Wasser und 
0,1 com Chloroform hinzugesetzt und beide Mischungen im geschlossenen 
Kolben 4 Tage bei Zimmertemperatur stehengelassen. Es wurden 
gefunden: 1. Gewaschener Riickstand plus Wasser: kein Nitrit; 2. ge- 
waschener Riickstand plus KNO,: 25,36 mg Nitrit, d.h. 63,4°% der 
theoretisch méglichen Menge. 

Die Versuche zeigen also, daB das reduzierende Enzymsystem in 
Wasser unléslich ist, und beim Ausziehen mit Wasser im Pflanzen- 
material zuriickbleibt. 

Mit den iibrigen 5 g des gewaschenen Riickstandes wurde versucht, 
das Nitrat durch Methylenblau zu ersetzen, um also das System zu 
rekonstruieren. Die Versuche wurden mit 0,5ccm einer 0,02 %igen 
Methylenblaulésung in Vakuumréhren des Thunbergschen Typus bei 
Temperaturen zwischen 20 und 65°C ausgefiihrt. In einigen Fallen 
wurde auch Xanthin oder Acetylaldehyd hinzugesetzt, aber in keinem 
Falle trat eine irgendwie ausgeprigte Entfarbung des Methylenblaues 
ein, auch nicht, wenn die Reaktion (py) des Systems iiber ein weites 
Gebiet variiert wurde. 

Unsere Beobachtungen stehen im Einklang mit den Ergebnissen 
anderer Untersucher, die mit pflanzlichen Oxydoreduktasesystemen 
beschaftigt waren. So konnten Abelous und Alloy! feststellen, daB 
Kartoffelsaft bei Gegenwart von Salicylaldehyd die Reduktion von 
Nitraten zu Nitriten bewirkt. Die Erklarung des Vorgangs suchte 
Bach? in dem Vorhandensein einer wasserspaltenden Oxydoreduktase, 
die-auch bei Abwesenheit von Sauerstoff wirken wiirde. Zur Erganzung 
des Systems war bei frisch hergestellten Ausziigen das Vorliegen eines 
Aldehyds notwendig, obwohl bei alteren Ausziigen der Aldehyd auch 
durch eine bei der Autolyse entstehende Substanz ersetzt werden konnte. 
In einer eingehenden Untersuchung des nitratreduzierenden Systems 
der Kartoffel konnte Michlin® zeigen, daB dieses System in einigen 
wesentlichen Hinsichten von dem der Milch eigenen nitratreduzierenden 
Xanthin-Oxydasesystem, dem sogenannten _ ,,Schardinger-Enzym”, 
verschieden sei. So z. B. wird das in der Milch vorhandene System 
vernichtet, wenn die Alkalinitaét des Mediums ein px gleich 9,5 tiber- 
steigt; dagegen bleibt das System des Kartoffelsaftes unangegriffen. 
Andererseits kann bei dem Milchsystem der Aldehyd durch Methylen- 
blau ersetzt werden, ohne eine Abnahme in der Aktivitaét des Systems 


1 Abelous u. Alloy, C. vr. Acad. Sci. 188, 382, 1904. — ? A. Bach, diese 
Zeitschr. 52, 412, 1913. — * D. Michlin, ebenda 202, 329, 1929. 
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hervorzurufen. Dazu zeigt das System ein weites Reaktionsgebiet 
zwischen px 3,0 und 8,6, wahrend bei jenem des Kartoffelsaftes die 
Reduktase kaum mit Methylenblau reagiert, und selbst diese un- 
bedeutende Reaktion nach Bernheim! auf ein enges Reaktionsgebiet 
von pu 7,3 bis 7,8 beschrankt ist; weiterhin verlangt sie streng anaerobe 
Bedingungen und wird durch Zusatz von m/300 Kaliumcyanid gehemmt. 
Das Milchenzym dagegen wird von m/50 Kaliumcyanid nicht beeinfluBt. 
Michlin konnte auch -weiter feststellen, daB die Kartoffelausziige, mit 
denen er arbeitete, tiberhaupt keine Einwirkung auf die Purinbasen 
zeigten, und daf die geringe anaerobische Aktivitét mit Methylenblau 
nur bei Ausziigen, die mit Blutkohle geklart waren, erzielt wurde. 
Er meint daher, daB der Unterschied zwischen den pflanzlichen und 
tierischen Systemen im Fehlen eines Co-Enzyms bzw. Tragers des 
Pflanzensystems zu suchen sei. 

Bei unseren Untersuchungen an dem T'ribulus-System erwiesen 
sich Toluol, Chloroform (0,2%%) oder Ather (0,4°%) als das geeignetste 
Antisepticum. Formaldehyd zeigte einen ausgepragten hemmenden 
EinfluB, im Einklang mit der Erfahrung Bachs (1. ¢.), daB das Schar- 
dinger-Enzym und die Oxydo-reduktase der Leber stark durch Form- 
aldehyd und selbst Acetaldehyd gehemmt werden. 

Das Auffinden eines energisch reduzierenden Systems bei T'ribulus- 
Pflanzen fiihrte uns dazu, den Nitratgehalt der frisch gesammelten 
Pflanzen auch weiter zu untersuchen, da Verluste bei der Trocknung 
des Materials nicht ohne weiteres ausgeschlossen werden konnten. Zu 
diesem Zwecke wurden zwei Gruppen Tribulus, die an Ort und Stelle 
wuchsen, zur Untersuchung herangezogen. 

1. Die einheimischen Pflanzen aus dem Onderstepoortschen Giftgarten. 

2. Derartige neben einem Schafstall gewachsene Pflanzen, die an- 
scheinend in Onderstepoort fremd waren und deren Samen ver- 
mutlich aus Fiitterungsmaterial stammten. 


Zur Nitratbestimmung wurden 50 bis 100 g Muster in das zehnfache 
Volumen siedenden Wassers eingetaucht, 3 Minuten gekocht, einige 
ccm Toluol hinzugesetzt, und die geschlossene Flasche iiber Nacht 
stehengelassen. Die wasserige Lésung wurde so weit wie méglich durch 
Ausquetschen entfernt, und der Riickstand nach griindlichem Zermahlen 
und Auswaschen in der Maschine mit dem fiinf- bis zehnfachen Volumen 
Wasser der Flasche wieder zugefiigt. Das Gemisch wurde zum Sieden 
erhitzt und die Flasche nochmals iiber Nacht stehengelassen. Die 
zwei Ausziige wurden zundchst vereinigt und ihr Volumen notiert. 
Die Nitratbestimmungen wurden beide nach der Devardaschen und 
der kolorimetrischen Phenolsulfonsiuremethode in geeigneten aliquoten 
Teilen bestimmt. Die Analysen wurden durch Doppelbestimmungen 


' F. Bernheim, Biochem. J. 22, 344, 1928. 
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kontrolliert und auf das trockene Material umgerechnet durch Be- 
stimmung des Wassergehalts bei 95 bis 100°C zu konstantem Gewicht 
Einige der Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammengefaBt 


Schwankungen in dem Nitratgehalt der frisch gesammelten 
Tribuluspflanzen. 





K N O;-Gehalt 





Herkunft des 
Materials 


Wasser- 


ehalt 0 ®/9 des 
_— o des Trocken- 


gewichts 


Eingesammelt 


% Frischgewichts 


Giftgarten 28. X. 1932 Gut gewachsen 76,6 0,58 (Devarda) 
des Labora- | 9530’ vorm. 0,58 (kolorim.) 
toriums 0,57 (Devarda) 
Giftgarten 2. XI. 1932* a 70,6 0,39 
25 nachm. 
7. XI. 1932 Uppig 7 0,40 
105 yorm. | 
7. XI. 1932 | Vorber 
10» vorm. getrocknet 
- 7. XI. 1982 Armlich : 0,03 (Devarda) 
10% vyorm. | gewachsen | 
Schafstall47 7. XI. 1932 | Gut gewachsen 4 | 1,04 
124 yorm. 
» 47) 7. XL 1982 Vorher 
12 vorm. getrocknet 
Giftgarten 5.1. 1983 || Alleinstehende 1,27 (Devarda) 
108 vorm. | Pflanze, sehr 
ippig 
Betbulie, 1. XII. 1932 Armlich 
O. F.S. gewachsen 
(vorher 
| getrocknet) 
Middelburg 8.11. 1933 | Armlich. Im 
K. P. Dikkopgebiet 
gesammelt 
(vorher 
getrocknet) 
* Ziemlich schwerer Regen innerhalb Periode 28. X. bis 2. XI. 1982. 


” 


Die Tafel zeigt also deutlich die erheblichen Schwankungen in 
dem Nitratgehalt, obwohl durchaus dieselbe Form der 7'rtbulus-Art 
analysiert wurde. Daf das Bestimmungsverfahren ganz zuverlassig 
war, zeigte die gute Ubereinstimmung der Doppelbestimmungen. 
Differenzen zeigten sich nicht nur bei Pflanzen, die zu verschiedenen 
Zeiten gesammelt wurden, sondern auch bei Unterschieden in dem Wachs- 
tum der Pflanzen. So z. B. wiesen die neben dem Schafstall wachsenden 
Pflanzen einen sehr hohen Nitratgehalt auf, wahrscheinlich infolge der 
besseren Diingung des Bodens. Nitrite waren durchaus nur in Spuren 
vorhanden. 





Be- 
cht 
aBt 


Iten 


n in 
3- Art 
assig 
gen. 
enen 
achs- 
nden 
» der 


yuren 


Vorkommen eines Methamoglobinamie erzeugenden Prinzips usw. 13 


DaB der Nitratgehalt der Pflanzen erheblichen Schwankungen 
unterworfen sein kann, wurde schon im Jahre 1884 von Berthelot! 
dargetan. Neuerdings ist auch von Anderson (I. c.) gezeigt worden, daB 
die Pflanze Mercurialis perennis Saisonschwankungen aufweist, indem 
im Oktober die Nitratprobe positiv, im Juni aber negativ ausfiel. Ganz 
ihnlich verhalten sich die Blatter von Lupinus-Arten; bei Solanum 
dulcamara L. fallt der Nitratgehalt am friihen Morgen viel héher aus 
als abends. Daneben- iiben Ort und Boden auch einen gewissen 
KinfluB aus, wie z. B. bei Suaeda fructicosa und Sambucus nigra gezeigt 
wurde. Es wurde auch von Klein? gezeigt, daB die Verteilung der 
Nitrate auf die verschiedenen Teile der Pflanze erhebliche Schwankungen 
aufweist. Nach Anderson (l.c.) soll auch die Aktivitat des nitrat- 
reduzierenden Mechanismus bedeutend schwanken. So z. B. ibt Solanum 
dulecamara eine sehr hohe Aktivitét im Juni aus, wenn der Nitrat- 
gehalt einen Minimumwert erreicht, ist dagegen im Oktober fast 
wirkungslos. 

Wie die Aktivitaét des Enzymsystems, das Wachstum, Boden usw., 
den Nitratgehalt bei den 7'ribulus-Arten beeinflussen diirften, kann 
nicht bestimmt gesagt werden. Wir glauben aber, daB die genannten 
Schwankungen des Nitratgehalts und der Enzymaktivitat eine gewisse 
Beziehung zu dem _ periodischen und schwankenden Charakter der 
,Geeldikkop*-Krankheit haben miissen. 


Zusammenfassung. 


1. In dem frisch ausgequetschten Saft der griinen T'ribulus-Pflanze 
und in dem wasserigen Auszug des Trockenmaterials liegt ein toxisches 
Prinzip vor. 2. Der Giftstoff fiihrt in jedem Falle zum tédlichen Er- 
sticken, infolge der raschen intracellularen Umwandlung des Haimo- 
globins der Blutkérperchen zu Methamoglobin. 3. Der Giftstoff ist als 
anorganisches Nitrit, hauptsachlich Kaliumnitrit, identifiziert worden. 
4. Vorgebildetes Nitrit (mit Ausnahme von Spuren) ist in den Geweben 
der T'ribulus-Pflanze nicht vorhanden, wird aber aus vorliegendem 
Nitrat unter Heranziehung eines enzymatischen Oxydation-Reduktions- 
systems gebildet. 5. Der Charakter dieses Systems wurde naher unter- 
sucht und die allgemeine Verwandtschaft zu anderen pflanzlichen 
Oxydoreduktasen, z. B. zu der der Kartoffel, gezeigt. 6. Die Reduktion 
von zugesetztem Nitrat zu Nitrit durch die Pflanze wurde nach- 
gewiesen. 7. Es wurde festgestellt, daB nicht nur die verschiedenen 
Tribulus-Arten, sondern auch die verschiedenen auf demselben Boden 
wachsenden Pflanzen derselben Art Schwankungen im Nitratgehalt 
aufweisen. 


! Berthelot, C.r. Acad. Sci. 1884. — ? R. Klein, Beih. Bot. Centralbl. 
30, 141, 1913. 





Uber die Kinetik der durch Emulsin beschleunigten Synthese 
des (--)-Mandelsiaurenitrils. 


2. Mitteilung zur Kenntnis der Oxynitrilese des Emulsins’. 
Von 
H. Albers und K. Hamann. 
(Aus dem Chemischen Staatsinstitut der Hamburgischen Universitat.) 
(Eingegangen am 3. Januar 1934.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Enzymatische Abbauprozesse kénnen in sehr vielen Fallen mit 
groBer Vollkommenheit exakt gedeutet werden, bei enzymatischen 
Aufbauprozessen ist dies bisher nur unvollkommen gelungen. Bei der 
Wichtigkeit der Aufbauprozesse fiir das Naturgeschehen ist es von 
bedeutendem Interesse, auch hier zu ahnlich klaren und eindeutig 
begriindeten Aussagen iiber den Reaktionsverlauf zu gelangen. Die Zelle 
vollfiihrt Aufbauprozesse in groBer Zahl; die Schwierigkeit, sie in vitro 
nachzuahmen, liegt zumeist darin, daB es nicht gelingt, die Produkte 
einer solchen Synthese durch weiteren Anbau anderer Molekiile, 
z. B. durch Glucosidifizierung, zu stabilisieren. Andererseits ergibt 
sich fiir die Erforschung des Reaktionsverlaufs oft ein schwerwiegendes 
Hindernis aus der zwangsléufigen Wahl der Versuchsbedingungen: 
Um den gewollten synthetischen Vorgang wahrnehmbar zu machen, 
mu entweder der eine Reaktionspartner oder das Ferment selbst. in 
iibermaBiger Konzentration angewendet werden. Die Voraussetzung 
fiir eine Deutung, daB die Reaktion sich in verdiinnter Lésung abspiele, 
ist nicht mehr gegeben. 

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung sind jene Vorgange 
von Bedeutung, in denen unter der Mithilfe eines Ferments aus optisch 
inaktiven Ausgangsstoffen optisch aktive Stoffe entstehen. 

Fermentative Synthesen?, die, von optisch aktiven Stoffen ausgehend, 
in stereochemisch spezifischer Weise beeinfluBt werden, haben Bourquelot 
und seine Mitarbeiter? in der Reihe der Glucoside in groBer Zahl verwirklicht. 
in Beziehung zu diesen Synthesen stehen die nicht-fermentativen Cyan- 
hydrinsynthesen an einfachen Zuckern von Emil Fischer‘, in denen ,,ein 
aktives C-Atom ein neues gebiert“. 

1 1. Mitteilung: diese Zeitschr. 255, 44, 1932. — ? Eine Zusammen- 
stellung fermentativer Synthesen gab R. Ammon, Angew. Chem. 45, 357. 
1932. — ® Eine ausfiihrliche Zusammenstellung findet sich bei K. Josephson. 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 147, 157, 1925. — * Liebigs Ann. 270, 64, 1894; 
Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 27, 3230, 1894. 
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Die erste fermentative ,,asymmetrische** Synthese, die nur von optisch 
maktiven Stoffen ausging, verwirklichte im Jahre 1908 L. Rosenthaler’: 
Unter der Mitwirkung von Emulsin bildet sich aus Benzaldehyd und Blau- 
siiure (+ )-Mandelsaurenitril. — C. Newberg *entdeckte 1921 die .,Carboligase“*, 
die imstande ist, aus Benzaldehyd und nascierendem Acetaldehyd optisch 
aktive Carbinole zu synthetisieren. Weil hierbei ein nascierender Stoft 
heteiligt ist, ist eine quantitative Auswertung nicht méglich. — Die Ferment- 
gruppe der Ketonaldehydmutasen vermag, wie Neuberg und seine Mit- 
arbeiter® fanden, Methylglyoxal und Phenylglyoxal in die entsprechenden 
optisch aktiven Oxyséuren iiberzufiihren. Die Uberfiihrung gelingt in 
optischer Hinsicht mit praktisch 100°,iger Ausbeute. — Die fermentative 
und zum Teil asymmetrisch verlaufende Bildung von Saureestern ist in 
der letzten Zeit vor allem von P. Rona und seiner Schule ‘4 untersucht worden. 
Aus Versuchen iiber die Spaltung von Estern konnten bereits Hinweise 
iiber die Art der entwickelten Affinitaéten gewonnen werden; eine ebenso 
genaue Durcharbeitung des umgekehrten synthetischen Vorgangs schei- 
terte an den notwendigen .,unphysiologischen‘' Versuchsbedingungen. 
Weder fiir die asymmetrische Esterhydrolyse noch fiir die Estersynthese 
kénnen bisher auf Grund des Massenwirkungsgesetzes* befriedigende Er- 
klarungen gegeben werden; P. Rona, E. Chain und R. Ammon® nehmen 
sogar an, daB die bei der Synthese auftretenden Affinitaten des Ferments 
zu den Substraten verschieden seien von den bei der Hydrolyse auf- 
tretenden. 


Die fermentative Synthese des (-+)-Mandelsaurenitrils* aus Benz- 
aldehyd und Blausaéure unter Mithilfe des Emulsins wurde im wasserigen 
(Rosenthaler), spiter auch im wasserig-alkoholischen Medium (Norde- 
feldt) durchgefiihrt’). Sie bietet also die Méglichkeit, ein definiertes 
Reaktionssystem durch eine zweckentsprechende Pufferung zu schaffen. 
Aus den Arbeiten (von Rosenthaler, Bayliss, Krieble, Nordefeldt*), die 
zur Klarung dieser asymmetrischen Synthese unternommen wurden, 
sind vor allem die umfangreichen Arbeiten Nordefeldts zu nennen. 
fk. Nordefeldt sah als den ,,einzigen Effekt des enzymatischen Kata- 
lysators die optische Aktivitat des Oxynitrils*‘ an. Eine Beschleunigung 
der Synthese fand er nicht; die Anwesenheit des Emulsins soll nur 


! Diese Zeitschr. 14, 238, 251, 1908. — 2 Newberg u. Hirsch, ebenda 
115, 282, 1921; 128, 608, 1922; ferner #. Hofmann, ebenda 2438, 429, 
1931. — * Vgl. die Zusammenstellung von C. Neuberg u. M. Kobel, Natur- 
wiss. 16, 394, 1928. — 4 Diese Zeitschr. 247, 113, 1932 und vorauf- 
gehende Arbeiten. — > Vgl. eine Erklarung auf Grund einer Adsorptions- 
isotherme von Schwab, Bamann und Laeverenz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
215, 128, 1933. — ® Diese Zeitschr. 247, 143, 1932. — 7 (—)-Mandelsaure- 
nitril kann unter Verwendung von Fermentpraparaten aus Pfirsichblattern 
oder aus Blattern der wilden Kirsche (Prunus serotina) nach V. K. Krieble 
(J. Amer. chem. Soc. 35, 1643, 1913) und aus Taraktagenos Blumei Hssk. 
nach L. Rosenthaler erhalten werden (Arch. f. Pharm. 251, 56, 85, 1913). — 
8 Vgl. die Zusammenstellung bei Albers u. Hamann, diese Zeitschr. 255, 
44, 1932. 
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bewirken, daB statt des spontan entstehenden, optisch inaktiven Oxy- 
nitrils nunmehr optisch aktives Oxynitril, aber mit der gleichen Ge- 
schwindigkeit wie jenes, entsteht. Danach lage diesem Vorgang irgend 
ein unbestimmter Aktivierungsmechanismus zugrunde, der jedoch mit 
der angenommenen Bindung von Blauséiure und von Oxynitril an 
das Ferment eine nur ungeniigende Erklarung findet. —- Auf Grund der 
Ergebnisse Nordefeldts glaubte sich dann R. Weidenhagen' zu dem 
SchluB berechtigt, daB die Erscheinung der optischen Aktivitat ,,siche: 
nicht das Ergebnis einer Oxynitrilese oder Oxynitrilase ist. Sie erklart 
sich zwanglos unter der Annahme eines alkaloidahnlichen Stoffes, der 
mit der $-Glucosidase des Emulsins vergesellschaftet ist’. H. Albers 
und K. Hamann*® wiesen jedoch nach, daB der spezifische Effekt der 
Oxynitrilese des Emulsins darin liegt, daB sie die Synthese des (++ )-Oxy- 
nitrils maBgeblich beschleunigt, und daB diese asymmetrische Synthese 
unabhangig verlauft von der gleichzeitigen symmetrischen Synthese. 
Wie die Synthese, wird auch die zu demselben Gleichgewicht fiihrende 
Spaltung des Oxynitrils in Benzaldehyd und Blausaure beschleunigt. 
Die Oxynitrilese besitzt in optischer Hinsicht eine absolute Spezifitat. 
Sie verhalt sich praktisch wie ein idealer Katalysator, der die hinlaufige 
und die riicklaufige Reaktion gleichmaBig beschleunigt. Die Ferment- 
natur der Oxynitrilese war damit gesichert. 


Fiir die Aufklarung des Reaktionsverlaufs der asymmetrischen 
Mandelsaurenitrilsynthese wird zunachst der Weg des kinetischen 
Studiums systematisch abgedinderter Versuchsreihen gewahlt. Schliisse 
kénnen gezogen werden aus den Konstanten der Reaktionsgeschwindig- 
keit; die zu diesen Konstanten hinfiihrenden rechnerischen Grundlagen 
sind gegeben aus dem Massenwirkungsgesetz?. 


! Zeitschr. d. Ver. Deutsch. Zuckerind. 79, 592, 1929; Ergebn. d. Enzym- 


forsch. 1, 198, 1932. — ? H. Albers u. K. Hamann, diese Zeitschr. 255, 44. 
1932. —? Die Anwendbarkeit des Massenwirkungsgesetzes auf mikrohetero- 


gene Systeme hat 1. Michaelis eingehend diskutiert (diese Zeitschr. 115. 
269, 1921; Kolloidzeitschr. 31, 251, 1922; vgl. Albers, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 218, 113, 1933). — Fiir die Anwendbarkeit auf das Oxynitrilese- 
Benzaldehyd-Blausauresystem kommt folgender Beobachtung eine be 
sondere Bedeutung zu: Versetzt man eine 3°.ige wasserige Gelatinelésung. 
die stark getriibt ist, entweder mit einer Lésung von Benzaldehyd ode! 
von Blausaure in 50°,igem Alkohol, so bleibt die Lésung triibe. Versetzt 
man sie mit beiden Agenzien gleichzeitig, so wird sie véllig klar. — Dem- 
nach kime der in den Katalysen vorliegenden Kombination Benzaldehy« 
—Blausiure eine besondere dispergierende Kraft zu, eine Kraft, dic 
auch den kolloiden Trager des Ferments dispergieren kénnte. Diese 
Annahme erklirt gut die Anwendbarkeit des fiir echte Lésungen ab 
geleiteten Massenwirkungsgesetzes auf das Oxynitrilese-Benzaldehyd-Blau- 
sauresystem. 
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Die Konstanten der Reaktionsgeschwindigkeit und die Ordnung der 
fermentativen Oxynitrilsynthese. 


Um Einblicke in den Reaktionsverlauf zu gewinnen, wurde ein 
Weg eingeschlagen, der sich bei der Aufklarung der nicht-fermentativen 
Synthese! bereits bewahrt hatte: Fiir Versuche mit veranderten An- 
fangskonzentrationen der Reaktionsteilnehmer werden die Ge- 
schwindigkeitskonstanten der asymmetrischen Synthese fiir cine 
reversible mono-, di- und-trimolekulare Reaktion (4,, k, und k;) aus dem 
Drehungsverlauf errechnet? und miteinander verglichen. 


Dabei ergibt sich (Tabelle I), daB die k,-Werte bei allen Versuchen* 
iiber den Versuchsverlauf konstant sind, daB die k,-Werte in einigen 
Reihen ebenfalls konstant sind, daB aber die k,-Werte inkonstant sind. 
Da der Vergleich der k-Werte iiber den Versuchsverlauf an sich eine 
ungeeignete MaBnahme zur Bestimmung der Reaktionsordnung ist‘, 
und da andere Methoden, wie z. B. die Isolierungsmethode W. Ost- 
walds®, wegen der Sonderheit des fermentativen Systems ausschalten 
miissen, ziehen wir als Mittel fiir die Zuordnung den Vergleich der 
Konstanten bei einem bestimmten Prozentsatz der Umsetzung nach 
A. A. Noyes* heran. Aus dem Vergleich dieser Konstanten (Tabelle I1) 
folgt, daB in unabhangigen Versuchsreihen die k,-Werte iibereinstimmen. 
Danach liegt eine Reaktion der zweiten Ordnung vor®. 

Beim Ubergang von der nicht-fermentativen zur fermentativen 
Synthese andert sich also die Ordnung der Reaktion nicht’. 


1 Albers u. Hamann, diese Zeitschr. 255, 46, 1932. — ? Zur Berechnung 
vgl. die Dissertation K. Hamann, Hamburg 1931, S. 17; die benutzten 
Formeln finden sich in der I. Mitteilung (a. a. O.). — % Es sei betont, daB 
simtliche Versuche dieser Arbeit wiederholt und mit gleichem Ergebnis 
reproduziert wurden. — * A. A. Noyes, Zeitschr. f. physik. Chem. 16, 546, 
1895; 18, 118, 1895. — ® Ostwald, Lehrb. d. allgem. Chem. 2. Aufl., I, 2, 
S. 238. — ® Auch gilt fiir die k,-Werte mit geniigender Genauigkeit die Be- 
ziehung: k, = k,/a = k,.a (a = Antangskonzentration). Vgl. die I. Mit- 
teilung, und zwar S. 46. — An sich ist die dimolekulare fermentative Oxy- 


nitrilsynthese unter den Fermentreaktionen ein sehr seltener Fall. Noch 
in der letzten Auflage seiner ,,Chemie der Enzyme“ (1, 131, 1925, FuBnote) 
schreibt H. v. Euler: ,,.Enzymatische Vorginge, welche nach der Gleichung 
fiir bimolekulare Reaktionen verlaufen, sind bisher nicht bekannt geworden“. 
— 7 Zu dem gleichen SchluB ist Rosenthaler gelangt (Fermentforschung 
6, 335, 1922). Er zieht ihn aber nur aus dem Vergleich der Konstanten kg, 
die tiber den Verlauf eines einzigen Versuchs errechnet waren. Einerseits 
verlangt die Bestimmung der Reaktionsordnung eine Reihe von Versuchen 
mit verschiedenen Anfangskonzentrationen. Andererseits nimmt Posen- 
thaler bei der durch Hydroxylionen (Alkalizusatz) beschleunigten nicht- 
fermentativen Synthese an, daB sie trimolekular verlaufe. Ein wasseriges 
Lésungsmittel enthalt aber immer Hydroxylionen, so daB eine Synthese 
ohne diese itiberhaupt nicht denkbar ist. 
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Tabelle LI. 





Relative 
Konzentration ** “Kp 
‘ re Si ey ay C sat (2 dm) 


Versuch * 





+0,176° 02 
+ 0,264 03 
+ 0,35 0,4 
+ 0,44 0,5 
+ 0,53 0,6 
+ 0,63 0,7 


+ 0,36 0,2 
+ 0,546 0,3 
+ 0,73 0,4 
+ 0,91 0,5 
+ 1,09 0,6 
+ 1,27 0,7 


+0,118 0,2 

-+ 0,177 038 93 
+ 0,235 0,4 5! 100 
+0295 0,5 110 
+ 0,354 0,6 116 


+041 0,7 129 


+0,149 0,2 ) 35 
+ 0,224 0,3 ) 37 
+0298 0,4 38 
+ 0,872 0.5 41 
+0448 0.6 Vf 41 
+ 0,522 0,7 7 44 

0161 0,2 86 
+0240 0,3 39 
+ 0,822 04 39 
+0403 0,5 7 41 
+0480 0,6 1| 4 
+ 0,562 9,7 45 


* Die Versuche A 1 bis 3 sind der I. Mitteilung (a. a. 0.) entnommen, sie sind dort 
mit Nr. 11 bis 13 bezeichnet. Sie wurden rechnerisch noch nicht ausgewertet. Die weiteren 
Angaben fiir die Versuche A 4 und 45, B1 bis 4, B7 und B8 finden sich in der Dissertation 
Hamann, Hamburg 1931, S. 12 bis 14: Die Versuchsanordnung entspricht der der I. Mitteilung. - 
** Wie in der I. Mitteilang, werden auch hier zur Erleichterung der Ubersicht relative Ver- 
teilungszahlen als Bezeichnung fiir die Konzentrationen gewihlt. A bezeichnet die Einheit 
der Konzentration an Aldehyd: 0,026 Mol auf 200 cem Reaktionsgemisch, C bezeichnet die 
Einheit der Konzentration an Cyanwasserstoff: 0,026 Mol auf 200 cem Reaktionsgemisch. B be 
zeichnet eine willkiirlich gewahlte Einheit der Konzentration an Ferment. Der Versuch 1 2 
enthalt demnach die doppelte Konzerntration aller Teilnehmer gegeniiber dem Versuch A 1. 
*** + bezeichnet die Bruchteile der fiir die asymmetrische Synthese zur Verfiigung stehenden 
Blausiure, diese werden in Drehungswerte des ihnen entsprechenden Oxynitrils umgerechnet 
vel. I. Mitt. S.55) und fiir die Drehungswerte aus den Kurven die Zeit entnommen. 
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Tabelle Il. 





Relative 
Konzentration End- 
gleich- 
gewicht 


End- 
drehung 


(+)-Oxy- 


Anfangs- 
geschwindigkeit 
Ausbeute an 


015 (2 dm) 


(),220 -L 0,769 
0,62 +1,62 
+0,495 


+0,75 


86,4 +0,.69° 

89,6  +1,38 75 
88.9 +0895 60 
90,7 +1,10 57 


+0,73 68 


2 2 + ¢ 0,335 


+rac. Oxynitril 


9 9 9 fil § < | ann r 7 
2 2 - 1 61 0,305 5 +1,185 67 


+ (+)-Oxynitril 
2a 2 2 2 14 7.8 0,05 95,0 +083 92 
(bei 0°) 14 8.4 (1 dm) 


* ap bezeichnet die nach 5 Min. im 2-dm-Rohr abgelesene Drehung. Die Werte sind 
aus den Kurven entnommen. — ** Bei der Feststellung der Enddrehung ist die geringfiigige 
Racemisierung beriicksichtigt. — + Die Versuche A 4 und 5 sind der Dissertation Hamann, 
Hamburg, 1931 entnommen. Sie sind dort mit Nr. 14 und 15 bezeichnet. 


Anmerkungen. Die k-Werte fiir einen Umsatz von 20 und von 30°, 
sind jeweils untereinander gesiellt. In den Versuchen A4 und A 5, B5 und 
B6 sind unter den mit der Anfangskonzentration a 1 berechneten 
k,-Werten die mit a = 2 berechneten angegeben. 
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Einer Erklarung bedarf die Konstanz der k,-Werte iibor den Versuchs- 
verlauf. Die Reaktion ist scheinbar eine monomolekulare, weil die Zwischen 
verbindungen (bzw. die Zwischenverbindung), die sich aus Ferment und 
einem der Reaktionsteilnehmer bilden, mit dem anderen Reaktionsteil- 
nehmer reagieren, der gegeniiber diesen Zwischenverbindungen in einem sehr 
groBen UberschuB zugegen ‘ist. 


Welcher der beiden Reaktionspartner, ob der Aldehyd oder dic 
Blausiure oder ob gar beide sich mit dem Ferment verbinden, kann 
aus diesen Versuchen nicht entschieden werden. Bemerkenswert ist 
die etwas héhere Anfangsgeschwindigkeit und die héhere Enddrehung 
bei BlausdureiiberschuB gegeniiber einem gleichen AldehydiiberschuB. 


Diese Erhéhung der Enddrehung hat schon Nordefeldt! beobachtet 
und daraus den SchluB gezogen, daB die Blauséure sich mit dem Ferment 
verbinde®. Dieser SchluB hat zur Voraussetzung, da8 die Enddrehung 
proportional ist der Menge aktiver Ferment-Substratverbindung. Diese 
Proportionalitat besteht aber nicht; vielmehr ist, wie spater gezeigt wird, 
die Anfangsgeschwindigkeit, gemessen durch die nach 5 Minuten abgelesene 
Drehung «), unter festgesetzten ,,Normalbedingungen“ ein MaB fiir die 
Menge aktiver Ferment-Substratverbindung. — AuBerdem sind die Versuche 
Nordefeldts insofern nur mit Einschrankungen zu bhetrachten, als er der 
gewahliten Reihenfolge der Zugabe von Benzaldehyd und von Blausaure 
zum Ferment in den Versuchsansitzen offenbar keine Beachtung schenkte. 
Wir stellten aber fest’, daB ,,mit den verschiedensten Emulsinpraparaten 
wenn man zum Emulsin zuerst den Benzaldehyd und dann die Blausaéure 
zusetzt, stets hdhere Reaktionsgeschwindigkeiten und héhere Drehungen 
erhalten werden, als wenn man in umgekehrter Reihenfolge zusetzt”. 
Dieses Reihenfolgephinomen* wurde damit erklart, daB ,,méglicherweise 
dem Benzaldehyd eine Affinitét zum Ferment zukommt“. 


Eine besondere Besprechung verlangt die Beeinflussung der Re- 
aktion durch das entstehende oder durch das von vornherein zugesetzte 
Oxynitril. Dem Versuch B 7 ist racemisches Oxynitril, dem Versuch B 8 


1 Diese Zeitschr. 159, 22, 1925. — *? Diese Erscheinung kénnte auch 
durch eine Ferment-Aldehydverbindung erklart werden, wenn man nimlich 
annimmt, daB die vermehrten Aldehydmolekiile, die sich in der Umgebung 
dieser Verbindung befinden, sie sozusagen abschirmen gegen die Reaktion 
mit den Blausiuremolekiilen. So fanden Dizon und Thurlow (Biochem. J. 
18, 976, 1924) bei der Xanthinoxydase eine Blockierung des Ferments bei 
Erhéhung der Purinkonzentration. — * I. Mitteilung, und zwar S. 51. — 
* Solche Reihenfolgephinomene sind auch bei anderen Fermentsystemen 
beobachtet worden, so von S. G. Hedin (Zeitschr. f. physiol. Chem. 
60, 85, 364, 1909; vgl. A. Erikson, ebenda 72, 317, 1911) beim Studium 
der Labwirkung, so von Willstdtter und Weber (Liebigs Ann. 449, 175, 1926). 
welche feststellten, daB die Anfangsgeschwindigkeit der Oxydation von 
Pyrogallol durch Peroxydase bei héheren Wasserstoffperoxydkonzentra- 
tionen gréBer ist, wenn das Pyrogallol und das Wasserstoffperoxyd dem 
Ferment gleichzeitig zugegeben wurden, als wenn das Wasserstofiperoxyd 
zuerst allein zugegeben wurde. 
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(+)-Oxynitril von vornherein zugesetzt. Diese Versuche zeigen eine 
Herabsetzung der Drehung (Abb. la) gegen den entsprechenden Ver- 
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such B 2 ohne Oxynitrilzusatz!, aber die errechneten k-Werte sind fast 
identisch mit denen des Normalversuchs. Sie zeigen eine geringfiigige 
Herabsetzung, die jedoch beinahe in die Fehlergrenze? fallt. Offenba: 
macht sich die gréBere Affinitat des Ferments zum (-+-)-Oxynitril erst 
dann bemerkbar, wenn — wie im Spaltungsversuch 17 der ersten Mit- 
teilung — das Ferment in ibermaBig groBer Konzentration angewendet 
wird’. Es fragt sich demnach, ob man noch von einer ,,Hemmung’’ 
der Synthese durch das Reaktionsprodukt sprechen darf, wie es Norde- 
feldt tut. 

DaB die Oxynitrilese Affinitét zum Oxynitril entwickelt, geht schon aus 
der gleichmaéBigen Beschleunigung der hinlaufigen und der riicklaéufigen 
Reaktion hervor*. Eine Aussage iiber die relative GréBe dieser Affinitat 
kann aus den Versuchen B2 und B8 gewonnen werden. Der Versuch B2 
erreicht nach 5 Minuten die Drehung 0,45°, der Versuch B8 0,31° Nun 
sind dem Versuch B8 75°, der der Aldehyd- und Blauséurekonzentration 
aquivalenten Menge an optisch aktivem Oxynitril zugesetzt, dessen Gehalt 
an (+)-Oxynitril (75°,) dem in B2 gewonnenen Oxynitril entspricht. 
Nachdem die Anfangsgeschwindigkeiten den Mengen der aktiven Zwischen- 
verbindungen proportional sind, verhalten sich diese Mengen wie 0,45: 0,31 
oder wie 1: 0,69. Durch die zugesetzten 75°, optisch aktiven Oxynitrils 
sind also 0,31 Anteile des Ferments (= 1 gesetzt) beschlagnahmt, d. h. eine 
den Substratmengen aquivalente Oxynitrilmenge hatte 0,4 Anteile be- 
schlagnahmt und 0,6 Anteile den Substraten belassen. 

Die Gleichgewichtsverschiebung bei Vergr6éBerung der Substrat- 
konzentration tritt mit und ohne Ferment in gleicher Weise ein®. Sie 
ist also keine Wirkung des Ferments. 

Der Temperaturkoeffizient der fermentativen asymmetrischen Oxynitril- 
synthese ergibt sich zwischen 0 und 22° aus den Versuchen B2 und B2a 
zu ky. y9/k, = 2,1, und zwar sowohl bei der Berechnung mit Hilfe der 
k,- als auch mit Hilfe der k,-Werte. Der Temperaturkoeffizient liegt inner- 
halb einer GréBenordnung, die fiir homogene Reaktionen typisch ist. 


' Aber diese Herabsetzung erreicht bei weitem nicht den von Nordé 
feldt (diese Zeitschr. 159, 24, 1925) gefundenen Betrag. — ? Die Fehler- 
grenze bei diesem Versuch ist besonders groB wegen der anzubringenden 
Korrekturen zur Erlangung des richtigen Drehungswertes: Beriicksichtigung 
der Drehung des zugesetzten Oxynitrils, Herabsetzung der Eigendrehung 
des Ferments durch das Oxynitril. — * Interessant ist hier ein Hinweis 
auf die Verhaltnisse bei den Esterasen, die gerade umgekehrt liegen wie 
bei-der Oxynitrilese: Unter ,.normalen‘‘ Bedingungen geht die Hydrol ys 
racemischer Ester asymmetrisch vor sich, wahrend die Synthese asym- 
metrisch nur verléuft bei Anwendung von viel Ferment und von einem 
UberschuB an Substrat. — ‘4 I. Mitteilung, S. 50. — ® Versuche 1 bis 3. 
1] bis 13 der I. Mitteilung. Vgl. Nordefeldt, diese Zeitschr. 118, 15, 1921. 
Auch bei den Lipaseversuchen von Bodenstein und Dietz (Zeitschr. f. 
Elektrochem. 12, 605, 1906, s. a. Dietz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 52, 279. 
1907) wurde das Gleichgewicht mit steigender Substratkonzentration zu- 
gunsten der Esterbildung verschoben. Vel. v. Euler u. Josephson (ebenda 
136, 43, 1924). 
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Oxynitrilese des Emulsins. II. 


Die Ausbeute an (-+-)-Oxynitril ist in dem 0°-Versuch héher als in dem 
22°-Versuch!. Die Ursache liegt offenbar darin, da8 die intermediar auf- 
tretenden Zwischenverbindungen bei 0° thermisch weniger weit dissoziiert 
sind als bei 22°. 


Die Anfangsgeschwindigkeit der asymmetrischen Synthese als MaB der 
aktiven Fermentmenge. 


Nordefeldt? benutzte die unter bestimmten Bedingungen erreichte 
Enddrehung des Oxynitrils als MaB der aktiven Fermentmenge. Aber 
er stellte schon fest — und ich kann diese Feststellung bestatigen—, 
daB die Enddrehungen nur . 
bei kleinen Fermentmengen | | | | Lat 
diesen proportional _ sind. its tat _-tindarerung) | 
Demnach sind die Enddreh- r 
ungen ein, Ergebnis kom- 
plexer Einfliisse. 

Die Priifung der Anfangs- 
geschwindigkeit, | gemessen 
durch die nach 5 Minuten ab- 
gelesene Drehung «',, ergab 
eine lineare Abhangigkeit 
zwischen Fermentmenge und 
Anfangsgeschwindigkeit. Die- "4 pedomenteage 
ses Ergebnis wurde mit drei Abb. 2. 
Fermentpraparaten verschie- 
dener Herstellung und mit verschiedener Substrat- und Wasserstoff- 
ionenkonzentration gewonnen® (Versuche C1 bis 6, D1 bis 7, E1 
bis 7). In der Tabelle III sind die Versuchsdaten zusammengestellt, 
in der Abb. 2 ist die Anfangsgeschwindigkeit «}, und fiir die Reihe D 
auch die erreichte Enddrehung als Funktion der Fermentmenge auf- 
getragen. 
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Die Versuche sind nach der ,,Normalvorschrift** angesetzt (siehe 
unten). Die verwendeten Fermentpraparate wurden aus verschiedenen 
Mandelsorten auf verschiedene Weise hergestellt (Reihe C: schnell- 
dialysiertes Praparat nach der Vorschrift der folgenden Abhandlung; 


“Reihe D und E: Praparat nach der Vorschrift der ersten Mitteilung). 


1 In Ubereinstimmung mit einem Befund von Krieble u. Wieland, 


J. Amer. chem. Soc. 43, 164, 1921. — * Diese Zeitschr. 159, 1, 1925. — 
3 Damit ist gleichzeitig ausgesagt, daB, wenn sich verschiedene Zwischen- 
verbindungen des Ferments mit beiden Substraten bilden, das Verteilungs- 
verhaltnis dieser Zwischenverbindungen unabhaingig von der Menge des 
Ferments ist. 





24 H. Albers u. K. Hamann: 


In der Anfangsgeschwindigkeit xp liegt somit ein Map vor fiir dic 
aktive Fermentmenge, welches unabhiingig ist von der Reinheit des Ferments. 
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Abb. 3. Kurvenbild der Versuchsreihe C 
(als Beispiel der gleichartigen Ergebnisse der Reihen PD und £). 


Tabelle III. 
Anfangsgeschwindigkeiten mit verschiedenen Fermentmengen. 





Relative Konzentration an ‘ 
SEPSREETEE RARRGLRCSERL ES ay) Enddrehung 
Aldehyd HCN Ferment 


Versuch PH 


+ 0,018 + 0,12 
+ 0,035 + 0,25 
+ 0,053 + 0,38 
+ 0,070 + 0,52 
+ 0,114 + 0,72 
+ 0,154 + 0,92 


+ 0,019 + 0,15 
+ 0,088 + 0,285 
+ 0,054 + 0,40 
+ 0,071 + 0,49 
+ 0,090 + 0,57 
+ 0,111 + 0,63 
+ 0,150 ~ 0,78 


+ 0,025 + 0,20 
+ 0,049 + 0,37 
+ 0,071 + 0,50 
+ 0,097 + 0,64 
+ 0,120 + 0,69 
+ 0,154 + 0,78 
-+- 0,200 + 0,92 
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Oxynitrilese des Emulsins. II. 25 


Ich schlage daher vor, an Stelle der von Nordefeldt benutzten End- 
drehung die Anfangsgeschwindigkeit «}, als MaB! fiir die Oxynitrilese 
heranzuziehen und eine Oxynitrileseeinheit (,,OxE.‘‘) folgendermaBen 
zu definieren: 

Eine Oxynitrileseeinheit erzeugt unter Normalbedingungen nach 
5 Minuten ein Oxynitril von der Drehung xp) = 0,019 (1 dm). 

SinngemaB ist als Oxynitrilesewert (,,OxW.‘‘), welcher den Gehalt? 
eines Praparates an Oxynitrilese kennzeichnet, die folgende Definition 
vorzuschlagen : 

Der Oxynitrilesewert eines Prdparates ist gegeben durch die Anzahl 
Oxynitrileseeinheiten pro Milligramm Fermentmaterial. 

Den Oxynitrilesewert 1 hat also dasjenige Praparat, welches in 
1 mg Substanz eine Oxynitrileseeinheit enthalt. 

In Anlehnung an die Versuchsvorschrift der I. Mitteilung und 
unter Anwendung der fiir die erzeugte Drehung als optimal befundenen 
Konzentration® der Substrate wird als Normalbedingung definiert : 


Die zu messende Fermentlésung wird mit 6 ccm einer 50°,ig alkoholi- 
schen n/4 Acetatpufferlésung vom py = 5,50* und mit 0,65 cem sorgfaltig 
im Vakuum destillierten Benzaldehyds‘ versetzt. Nach kurzem Stehen 
wird sodann 0,25cem wasserfreie Blausiure* zugegeben und sofort um- 
geschiittelt. Der Zeitpunkt des Umschiittelns gilt als Anfang der Reaktion. 
Nun wird sofort mit 50°, igem Alkohol auf 25cem aufgefiillt und wieder 
umgeschiittelt. (ZweckmaBig wird schon die Fermentmenge mit 50 °,igem 
Alkohol auf eine solche Verdiinnung gebracht, daB diese letzte Zugabe 
méglichst klein ausfallt.) 

Versuchstemperatur: 18 bis 19°. 

Von der beobachteten Drehung ist die gesondert, bei hohen Eigen- 
drehungen unter Zusatz von Oxynitril® bestimmte Eigendrehung des 
Ferments abzuziehen. 


! Die von H. v. Euler u. K. Josephson (Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 56, 
1749, 1923; 59, 770. 1926) vorgeschlagene Aktivitaétsbezeichnung mit Hilfe 
der Konstanten k der Reaktionsgeschwindigkeit kann fiir die Bewertung 
der Oxynitrilese nur bedingt herangezogen werden. Die Reaktionsteilnehmer 
werden ja nicht nur durch die fermentative Synthese, deren k-Wert be- 
rechnet werden soll, verbraucht, sondern gleichzeitig auch durch die spontane 
Synthese, die durch Hydroxylionen beschleunigt wird. Dadurch ergeben 
sich fir diese Art der Berechnung komplizierte Verhaltnisse bei der Aus- 
wertung. So zeigt die Tabelle II, daB weder die k,- noch die k,-Werte in 
einer einfachen Beziehung zur Anfangsgeschwindigkeit «}, stehen. — ? Nach 
der Eulerschen Bezeichnung: Oxynitrilesefaktor. Vgl. Willstdtter u. Kuhn, 
Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 56, 510, 1923. — % In der abgekiirzten Be- 
zeichnungsweise: 2.A — 2 C. Vgl. die Versuchsreihen K und L der folgenden 
5. Mitteilung. — * Hervorgehoben sei, da8 der py-Wert einer 50° ig 
alkoholischen Lésung von Acetatpuffer um eine Kinheit héher ist als der 
Py-Wert einer gleichen wasserigen Lésung. Vegl. die folgende Abhandlung. 
— 4 ZweckmaBig wird eine entsprechende Menge einer 50°, igen alkoholi- 
schen Lésung zugegeben. — ® Vel. die I. Mitteilung, S. 52. 





Die Abhingigkeit der fermentativen Synthese des 
(-- )-Mandelsaurenitrils von der Wasserstoffionen-Konzentration. 


3. Mitteilung zur Kenntnis der Oxynitrilese des Emulsins. 
Von 
H. Albers, K. Hamann und H. Albrecht. 
(Aus dem Chemischen Staatsinstitut der Hamburgischen Universitat.) 
(Eingegangen am 3. Januar 1934.) 


Mit 9 Abbildungen im Text. 


‘Der EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration auf die nich/- 
fermentative Synthese von Oxynitril aus Benzaldehyd und Blausaéure 
wurde friiher! festgelegt: Die Wasserstoffionenkonzentration bestimmt 
nach MaBgabe der Hydrolysengleichung fiir die Blauséure die Anzahl 
der reagierenden Cyanidionen, welche in einer dimolekularen Reaktion 
mit den Aldehydmolekilen zu Oxynitrilmolekiilen zusammentreten. 
Es erhebt sich daher die Frage, ob man aus der Abhangigkeit auch der 
fermentativen Synthese von der Wasserstoffionenkonzentration Hinweise 
auf den Reaktionsverlauf gewinnen kann. 


Die Vorbedingung fiir die Durchfiihrbarkeit kinetischer MeBreihen 
liber einen Jangeren Zeitraum ist die Gewinnung eines haltbaren und reinen 
Fermentpraparates. Zur Erreichung dieses Zieles wurden mannigfache 
Versuche angestellt. Die Schwierigkeit lag vor allem darin, durch passende 
MaBnahmen die ,,Fermenttrager’ so auszuwahlen, da sie imstande sind. 
trotz ihrer im Reinigungsgang stark verminderten Konzentration das 
Ferment noch geniigend vor Zerstérung zu schiitzen. Weiterhin sind jene 
Stoffe zu entfernen, die das Ferment schadigen, sei es durch irgendeine 
chemische Einwirkung, sei es durch fermentativen Abbau der Oxynitrilese 
selbst. ErfahrungsgemaB sind unreine Fermentlésungen durch die Haufung 
von Schutzkolloiden meistens recht stabil. Diese Erfahrung erwies sich 
beim Emulsin als nicht zutreffend. Die aus den bitteren Mandeln ge- 
wonnenen wisserigen Extrakte sind nach der Ausfallung des EiweiBes zwar 
relativ haltbar, aber sie werden in der Haltbarkeit iibertroffen von den 
bedeutend reineren Lésungen, die durch Schnelldialyse gewonnen werden. 
Diese durch Schnelldialyse gereinigten Fermentlésungen wurden fortan mit 
ausgezeichnetem Erfolg fiir alle kinetischen Messungen benutzt. 

Die Versuche werden nach der ,,Normalvorschrift*‘ der vorangehenden 
Abhandlung angesetzt, iiber Substratkonzentrationen und pq gibt die 
Tabelle 11 Auskunft. 

Die Wasserstoffionenkonzentration wird in den Versuchen? durch 
50°.ig alkoholische Acetatpuffergemische festgelegt. Wir fanden, da! 


ome 


1 Albers u. Hamann, diese Zeitschr. 255, 45, 1932. — * Es zeigt sich in 
Ubereinstimmung mit Nordefeldt (diese Zeitschr. 118, 15, 1921), daB die er- 
reichten Endgleichgewichte unabhaingig sind vom py: Versuche fF’ 1 bis 
5: 91 bis 93°,; I 1 bis 6: 89 bis 90 °%. 
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Oxynitrilese des Emulsins. LIT. 


die py-Werte solcher alkoholischer Gemische um eine Einheit héher liegen 
als die py-Werte gleicher rein wasseriger Gemische. 

Die Anfangsgeschwindigkeiten sind unbeschadet der in ihrem Ver- 
lauf gleichzeitig geanderten nicht-fermentativen Synthese ein von dieser 
unabhangiges und selbstandiges MaB der fermentativen Wirkung, denn 
die durch die nicht-fermentative Synthese geinderte Substratkonzen- 
tration ist am Anfang der Reaktion praktisch zu vernachlassigen!. 

Werden die Anfangsgeschwindigkeiten in einem Koordinatensystem 
aufgetragen als Funktion der Wasserstoffionenkonzentration (px), so 
ergeben sich die Kurven der Abb. 1. Sie wurden mit Fermentpraparaten 
verschiedener Herkunft 
und verschiedener Herstel- 
lung und mit unterschied- | | 
lichen Substratkonzentra- | fi ! | |_| igge 
tionen gewonnen?, so dais jay 
ZufalligkeitenderVersuchs- * gg}. if tif i) 1 tt lage 
ergebnisse ausgeschaltet @gw 
sind. Trotz dieser Unter- $az|. | | Iago 
schiede zeigen die Kurven %4v 


ein 4hnliches Aussehen und 
| 4 
ait ..| 


die Maxima an den gleichen 
Stellen. 
Daraus ergibt sich: + 
Bei der Oxymitrilese des “GUouUWwuUUEw ue pw 
Emulsins haben — ahn- ae, 
lich wie beim Invertin® 
— die Begleitstoffe keinen EinfluB auf die Kinetik und auf die 
Abhingigkeit der Fermentwirkung von der Wasserstoffionenkonzentration. 
Die Aktivitats-pxy-Kurven vermitteln eine qualitative Aussage iiber 
die Dissoziationsverhaltnisse der beteiligten Zwischenverbindungen. Re- 
duziert man die Ordinaten der Kurven auf dieselbe Einheit, so bekommt 
man annahernd ein Zusammenfallen aller Kurven in eine einzige. Der 
Kurvenverlauf ist also unabhingig von der Ferment- und von der 
Substratmenge. Das bedeutet, da die grundlegenden Dissoziations- 
verhaltnisse der Ferment-Substratverbindungen unabhangig geblieben 
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' Bei gréBeren py-Werten, bei denen diese Vernachlassigung nicht 
mehr zulassig ist, wird die Antangsgeschwindigkeit «j, durch Extrapolation 
mit Hilfe der Neigungstangenten am Kurvenanfang gewonnen. — *? Zudem 
wurde in der Versuchsreihe H so viel Puffergemisch angewendet, daB der in 
der I. Mitteilung auf S.58 beschriebene ,,Salzeffekt‘‘ hier bereits auftreten 
miiBte. Auch die méglicherweise vorhandene Einwirkung der Puffer- 
konzentration ist also beriicksichtigt. — * Willstdtter, Graser u. Kuhn, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 123, 45, 59, 1922. 





28 H. Albers, K. Hamann u. H. Albrecht: 


sind sowohl von den Veradnderungen der Substratkonzentration als 
auch von denen der Wasserstoffionenkonzentration !. 

Die Kurven F, G und J zeigen deutlich zwei Maxima bei po = 5.85 
und 6,5. In der Kurve F tritt ein weiteres schwacheres Maximum bei 
pu — 5,35 hervor, in der Kurve G ist es angedeutet. Eine mit erhéhter 
Fermentmenge angesetzte Versuchsreihe H zeigt, daB nunmehr das 
schwache Maximum bei pu = 5,4 deutlich hervortritt. Wir gewinnen 
also das sonderbare und zunachst unerklarliche Ergebnis, daB di: 
Abktivitdts-py-Kurve des Oxynitrilese- Benzaldehyd-Blausduresystems drei 
Maxima der Wirksamkeit aufweist bei den pu-Werten 5,4, 5,85 und 6,5*. 
Weiterhin hat es den Anschein, als ob diese Maxima einer Grund- 
kurve tiberlagert sind, deren Maximum bei einem px von ungefah: 
62 bis 6,4 liegt. 

Aktivitats-py-Kurven mit mehreren Maxima, die mit Bestimmtheit 
einem Ferment bzw. nur einer Wirkung des Ferments zuzuschreiben 
sind, sind bisher nicht bekannt geworden?. Es fragt sich daher, ob diese 
Maxima verschiedenen Fermenten oder verschiedenen Ferment-Sub- 


stratverbindungen zuzuordnen sind. 

B. Helferich und Mitarbeiter® haben bei der Einwirkung des Emul- 
sins auf Methylcellobiosid zwei pu-Optima gefunden. Sie lassen die 
Frage offen, ob das Substrat von zwei verschiedenen Fermenten, einer 
f-Glucosidase und einer Cellobiase angegriffen wird, oder ob die lés- 


baren Bindungen verschieden schnell und unter verschiedenen Be- 
dingungen angegriffen werden. Auch in unserem Falle kénnte man 
daran denken, daB verschiedene Fermente die Substrate verschieden- 
artig binden, und daB diese Verschiedenartigkeit sich in drei px-Optima 
kundgibe. Dem steht aber entgegen, daB in verschiedenen Ferment- 
praparaten diese Fermente dann immer gleichmaBig verteilt sein 
miuBten, denn die Wirkungen der Praparate bleiben relativ gleich. 
So bleibt nur die Annahme iibrig, daB nur ein Ferment, die Oxynitrilesc, 
mit den Substraten unter verschiedenen Bedingungen reagiert. 

Die nachstliegende Erklarung ware nun, da8 die verschiedenen 
Ferment-Substratverbindungen verschiedene pxy-Optima beséBen. Dann 


' Beim Urease-Harnstoffsystem ist das py-Optimum der Wirkung 
stark von der Anfangskonzentration des Harnstoffs abhangig (St. Lévgren, 
diese Zeitschr. 137, 206, 1923). — * Das py-Optimum fiir die erreichbaren 
Enddrehungen liegt in Ubereinstimmung mit Nordefeldt (diese Zeitsch 
159, 21, 1925) bei py = 5,2 bis 5,3. — ? Bei der Urikolyse treten zwei 
pu-Optima auf. Méglicherweise aber entsprechen diese Optima zwei ver- 
schiedenen Wirkungen der Urikase. Felix, Scheel u. Schuler, Zeitschr. | 
physiol. Chem. 180, 90, 1928; Kleinmann u. Bork, diese Zeitschr. 261, 311. 
1933. — 8% Zeitschr. f. physiol. Chem. 128, 141, 1923; vgl. H. Brunswic/ 
Osterr. botan. Zeitschr. 1923, S. 58 (zwei py-Optima der Amygdalinspaltuny 
durch Emulsin). 
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Oxynitrilese des Emulsins. III. 29 


aber sollte die Substratkonzentration von Einflu8 auf die Lage der 
Optima sein. Tatsachlich ist sie ohne EinfluB8. 

Eine Deutung der px-Optima ist auf chemischem Wege nicht 
méglich. Wohl aber ist sie méglich auf einem physikalischen Wege, 
mit dem sich die folgende Abhandlung befaBt. 


Methodischer Teil. 


Die Versuchsanordnung der kinetischen Versuche ergibt sich aus der 
Tabelle II; sie entspricht der Anordnung, die fiir die Bestimmung der 
Oxynitrileseeinheiten in der voraufgehenden Abhandlung gegeben wurde. 
Die Versuchsergebnisse sind in Kurvenbildern zusammengefabt. 

Der Benzaldehyd wurde vor jeder Versuchsreihe zweimal sorgfaltig 
im Vakuum im CO,-Strom destilliert. 

Die Einstellung der Wasserstoffionenkonzentration geschieht durch 
Acetatpuffergemische. Die wasserigen Vorratslésungen werden un- 
mittelbar vor dem Versuch mit absolutem Alkohol im Verhaltnis 1: 1 
verdiinnt. 

MeBreihen mit verschiedenen Pufferkonzentrationen haben ge- 
zeigt, daB der pxy-Wert einer 50° ig alkoholischen Acetatpufferlésung um 
eine Kinheit! hoher liegt als der py-Wert einer gleichen wésserigen Lésung. 

Diese Feststellung ist wichtig im Zusammenhang mit der Angabe 
Nordefeldts, daB bei py = 7 die erzeugte Drehung unmeBbar rasch wieder 
verschwindet. Hiermit stehen in Widerspruch die Ergebnisse der Versuche 
G8 und I7: Bei einem py = 7,16 ist sehr wohl eine optische Aktivitat 
des entstandenen Oxynitrils und nicht einmal eine sehr bedeutende Racemi- 
‘* 7 ee . 2% x . 
sierung zu beobachten. Nordefeldt? findet aber beim Ubergang von wasseriger 
zu alkoholisch-wasseriger Lésung eine py-Verschiebung von nur 9,4 Einheiten, 
so daB seine Versuche wahrscheinlich wesentlich starker alkalisch gepuffert 
waren, als er es angibt. Die von Nordefeldt in seiner ersten Arbeit * angegebene 
kolorimetrische Methode der py-Messung in wasserig-alkoholischer Lésung 
ist, wie wir feststellten, vor allem véllig ungeeignet fiir die Messung. 

Die Wasserstoffionenkonzentrationen wurden mit der Wasserstoff- 
elektrode mit strémendem Wasserstoff gemessen. Dabei ist zu_be- 
achten, daB die pu-Werte wasserig-alkoholischer Lésungen nur dann 
richtig gemessen werden, wenn der Wasserstoffstrom standig in ziemlich 
schnellem Tempo die Elektrode umspilt. Ein zu langsamer Wasser- 
stoffstrom oder gar eine Messung mit der ,,stehenden Wasserstoffblase‘* 
verursacht vdéllig irrefiihrende und stark schwankende MeBergebnisse. 


1 Unter Zugrundelegung eines von H. M. Dawson u. G. V. Hall (Proc. 
Leeds philos. lit. Soc. 2, 289, 1932; vgl. C. 331, 1400) gefundenen Wertes 
von 2,5.10-® fiir die Dissoziationskonstante der Essigsaure in 50 °,igem 
Alkohol, und bei einer Dissoziationskonstante der Essigsaiure in Wasser 
von 1,8.10-° hatte sich eine Differenz von nur 0,82 Einheiten ergeben 
diirfen. Aus der von uns gemessenen Differenz von 1.00 Einheiten ergibt 
sich eine Dissoziationskonstante der Essigsdéure in 50°,igem Alkohol von 
1.8.10-% — ? Diese Zeitschr. 159, 21, 1925. — * Ebenda 118, 15, 1921. 





H. Albers, K. Hamann u. H. Albrecht: 


Tabelle I. 
Verschiebung der Wasserstoffionenkonzentration beim Uber 
gang von wiasserigen zu 50° ig alkoholischen Acetatpuffer- 
lésungen. 





Mischungsverhdltnis: 

eem n'20 CH,COONa Pa cic A = 
+ eem n/20 CHa COOH wisserig in man 
+ cem Lisungsmittel 


2+ 23+ 0 3,06 4,59 
2+16+ 7 3,80 4,79 
2+10+ 18 4,00 4,99 
2+ 4+19 4,40 5,39 
2+ 1+ 22 4,99 5,93 
n/10 Acetatpuffer 3,72 4,66 
4,00 4,97 
4,27 5,27 
n/29 Acetat puffer 4,08 5,08 
4,36 534 
4,61 5,70 
5.01 6,08 
5,27 6,26 
6,54 
Als Mittelwert der Messungen wird eine Differenz von 1,00 Einheiten 
gerechnet. 


Herstellung einer haltbaren Oxynitrileselésung. 


Der nachstliegende Gedanke war, nach dem Vorgang Nord¢- 
feldts' ein haltbares Trockenpraparat durch Fallung der Lésung mit 
Aceton zu gewinnen. Das so erhaltene gelbliche Pulver enthielt jedoch 
nur sehr wenig Ferment. Daher war die Gewinnung einer haltbaren 
Lésung anzustreben. Das wurde schlieBlich auf eine verhaltnismaBig 
einfache Weise erreicht, namlich durch eine Schnelldialyse! der ent- 
eiweiBten Lésungen: 


Bittere Mandeln werden wie tblich* enthaéutet und zerquetscht, die 
Hauptmenge des Oles wird durch Pressen entfernt. Der zerkleinerte Pre8- 
kuchen wird im Soxhlet-Apparat erschépiend mit Ather extrahiert. 60 ¢ 
des getrockneten Riickstandes werden 3 bis 4 Stunden mit 500 cem Wasse! 
geschiittelt. Die milchige Lésung wird durch ein Koliertuch vorgeklart 
und mit Essigsiure auf ein py 4,8 gebracht. Nach ldstiindigem Stehen 
im Kisschrank wird das ausgefallene EiweiB abzentrifugiert. Das Zentrifugat 
wird durch eine Pergamentmembran 3 bis 4 Stunden im Schnelldialysator 
nach Gutbier gegen flieBendes Wasser dialysiert. Die Dialyse schafft bereits 


1 Vgl. diese Zeitschr. 159, 1, 1925. — ? Vgl. I. Mitteilung, S. 52. 
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soviel der schadigenden Beimengungen aus der Fermentlésung heraus. dab 
die nunmehr wesentlich reinere Lésung sich monatelang inn Eisschrank 
ohne EinbuBe an Wirksamkeit halt. 

Fiir die messenden Versuche wird die Fermentl6sung vorher mit dem 
gleichen Volumen absoluten Alkohols versetzt und der ausfallende geringe 
Niederschlag abfiltriert. Werden zu dieser alkoholischen Lésung Substrat- 
lésung und Pufferlésung gegeben, so tritt ein Niederschlag, der die Ablesung 
der Drehung stért, nicht auf. 

Die Aufbewahrung bei erhéhter Temperatur fiihrt zur Zerstérung des 
Ferments. Eintagiges Verweilen im Brutschrank bei 45° ergab noch keine 
Schadigung; Jedoch nach 14 Tagen waren bereits 40 °,, des Ferments zerstért. 

Die Trockengewichte der dialysierten Lésungen schwanken je nach 
Dauer der Dialyse. Die oben beschriebene Fermentlésung, die fiir die 
messenden Versuche benutzt wurde, hatte ein Trockengewicht ! von 0,27 ‘ 
Ihr Oxynitrilesewert! war 0,66*. Ihre spezifische Drehung betrug [«]p 

+ 44,59 (ap = + 0,12°, 1 dm). 


Zusammenstellung der Versuchsergebnisse. 


Tabelle Il. 





Relative Relative 
Konzentration f Konzentration 5 
Versuch Py —————— | 4p (24m) | Versuch) pg —-———— ay, (2 dm) 
Benz-_ Blau- Benz-  Blau- 
aldehyd siure aldehyd saéure 


® 


462) 4 | 4 | +0 
4.93 + 0.042 
+ 0, 


zy 
ee 


030° 429 4 4 + 0,020° (1dm) 
4,60 + 0,038 

4,89 + 0,105 

5,05 + 0,175 

5,20 + 0,25 

5,42 + 0,545 

5,57 + 0,36 

5,85 + 0,59 


4,62 + 0,050° 
5,51 + 0,075 
5,82 + 0,095 
6,15 + 0,076 
6,49 + 0,110 
6,81 0,058 
7,16 + 0,045 


bo bo 
= 


5,21 053 
5,51 + 0,042 
5,82 + 0,105 
5,98 + 0,093 
6,15 + 0,085 
6,49 + 0,125 
6,81 + 0,075 


4,62 + 0,040° 
4.93 + 0,058 
5,51 + 0,083 
5,82 + 0,122 
6,15 + 0,102 
6,49 + 0,139 
6,81 + 0,101 
7,16 + 0,060 
* Versuchsreihe H aus der Dissertation A. Hamann, Hamburg 1931, S. 35, Versuch 29. 
Pufferkonzentration: 30cem n/2 Acetatpufferlésung auf 50c¢cem. Drehungen im 1 dm-Robhr. 
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!’ Die Angaben fiir Trockengewicht und Oxynitrilesewert beziehen sich 
stets auf ,.katalysenfertige’, d.h. auf im Verhaltnis 1:1 mit Alkohol 
versetzte Fermentlésungen, die von einem gegebenenfalls entstandenen 
Niederschlag abfiltriert waren. — * 1,20 cem Fermentlésung 3.24 mg 
erzeugen im Normalversuch ein «), = 0,0349 (2dm).  D. h. zur Ver- 
wendung gelangten 2,15 Oxynitrileseeinheiten. 
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Kurvenbilder der Versuchsreihen F, G, H, 1. 
Die Reihen F, G, J sind mit verschiedenen schnelldialysierten Ferment 
praparaten, die Reihe H ist mit einem Fermentpraparat. welches nach de: 
Vorschrift der I. Mitteilung hergestellt wurde, angesetzt. 


Versuchsreihe F. 
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Absorptionsspektrographische Messungen 
am Emulsin-Benzaldehyd-System. 


4. Mitteilung zur Kenntnis der Oxynitrilese des Emulsins. 
Von 
H. Albers, I. Meyer und K. Meyer. 
(Aus dem Chemischen Staatsinstitut der Hamburgischen Universitat.) 


(Eingegangen am 3. Januar 1934.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die Aufklarung der asymmetrischen Oxynitrilsvnthese war auf 
dem bisher begangenen Weg, dem Studium von Reaktionsgeschwindig- 
keiten, nicht restlos méglich. Daher muBte ein physikalischer Weg 
gesucht werden, in das Fermentsystem und in den Zustand seiner 
Komponenten weitere Einblicke zu gewinnen. Solche Einblicke ge- 
stattet die Absorptionsspektrographie. Sie hat bereits bei der Erkennung 
der chemischen Natur des Atmungsferments!, der Katalase? und der 
Peroxydase® wertvolle Dienste geleistet. Wir haben daher auch beim 
Oxvynitrilesesystem die Absorptionsspektrographie zur Aufklirung der 
hier sehr verwickelten Verhaltnisse herangezogen. Man darf ohne 


Ubertreibung sagen, daB ohne diese Methode eine eindeutige und exakte 


Aufklarung des Oxynitrilesesystems nicht méglich gewesen wire. 

Die Fragestellungen, die der neuen Methode zur Lésung vorlagen, 
betrafen vorerst nicht das Ferment, nicht die Aufklérung seiner Kon- 
stitution als chemisches Individuum, als vielmehr die méglichst rest- 
lose Aufklarung und Sicherstellung der Zwischenverbindungen. Die 
Hauptfrage galt zunachst dem Wesen jener ratselhaften drei Maxima 
der Aktivitats-py-Kurve*. Im Zusammenhang damit wurde das Ab- 
sorptionsspektrum der  vorliegenden Oxynitrilesepriparate — aus- 
gemessen. 

Fir die Absorptionsmessungen im ultravioletten Licht wurde die 
photoelektrische MeBweise mit dem Doppelmonochromator nach Pohl ® 
verwendet, die fiir die hiesigen Verhaltnisse und zur Erhéhung der 
MeBgenauigkeit zweckmaBig abgeandert war®. Das Prinzip der Mef- 
weise zeigt die folgende Abb. 1. 

1 Vgl. O. Warburg, Uber die katalytischen Wirkungen der lebenden 
Substanz 1928. — ? K. Zeile u. H. Hellstrom, Zeitschr. f. physiol. Chem. 192, 
171, 1930; 195, 39, 1931. — * R. Kuhn, D. B. Hand u. M. Florkin, ebenda 
201, 255, 1931. — 4 Vgl. die voraufgehende 3. Mitteilung. — ® R. Pohl, 
Nachr. d. Ges. d. Wissensch. zu G6ttingen, Math.-physik. KI. 1926, 8S. 185: 
Naturwissensch. 15, 433, 1927. — ® Eine eingehendere Beschreibung er- 
folgt an anderer Stelle. 

3* 
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Anderung des Absorptionsspektrums des Benzaldehyds in wisserig-alkoholi- 
scher Lisung bei Anderung der Wasserstoffionenkonzentration. 

Die Unstetigkeit in der Aktivitaéts-py-Kurve des Oxynitrilese- 
Benzaldehyd-Blausduresystems kann auf die Blausaéure nicht zuriick- 
gefiihrt werden, denn die Blauséure veraindert mit steigendem py nur 
insofern das Reaktionssystem, als sie stetig mehr Cyanidionen in Lésung 
sendet. Es ist daher die Frage zu priifen, ob die Unstetigkeit auf den 
Benzaldehyd zuriickgefiihrt werden kann. 

K.L. Wolf und W. Herold! untersuchten Aldehyde und Ketone 
zumeist aliphatische in wasseriger und in alkoholischer Lésung auf ih 
Absorptionsspektrum. Sie fanden, daB die Carbonylverbindungen sich in 


) 


A 


Abb. 1. 
L: Liehtquelle (Hg-Lampe). P,, Pg: Steinsalzprismen. S;, Sg: Verstellbare 
Spalte. Z,, Z,: Photozellen. Pl: Quarzplattensatz. A’: Kiivetten. 


diesen Lésungsmitteln im Gleichgewicht befinden mit ihren Orthoformen 
(in der Folge kurz Hydrate genannt) und mit ihren Acetalformen. Geht 
der Sauerstoff der CO-Gruppe in die Hydroxylform oder in die Alphoxy!]- 
form iiber, so verschwindet die Absorptionsbande der CO-Gruppe; die 
entstandenen Verbindungen absorbieren erst im aufersten Ultraviolett. 
Aus der Héhe der CO-Bande ist also die Bestimmung des Gehalts an 
Carbonylform méglich. — FE. V.Zappi und A. T. Williams haben die Ab- 
hingigkeit der Absorptionsspektren aliphatischer Carbonylverbindungen 
vor der Wasserstoffionenkonzentration untersucht. Die beobachtete 
Anderung der Spektren schreiben sie dem Auftreten von Enolformen zu. 
Herold und Wolf stiitzen sich auf die Messungen von S. A. Schou® an reinem 
Chloralhydrat und Chloralalkoholat. Thre Erklaérungsweise mit Hilfe von 
Hydrat- und Acetalformen erscheint daher als die richtige. 

Der fiir unsere Messungen verwendete Benzaldehyd wurde vor jeder 
Messung zweimal sorgfaltig im Vakuum in einer CO,-Atmosphare destilliert. 
Er wurde unter Luftausschln8 (mit Hilfe von CO,) mit 50°,igem Alkohol 
auf die MeBkonzentration verdiinnt. Die Lésungsmittel Wasser und Alkoho! 
waren durch Auskochen luftfrei gemacht. Diese VorsichtsmaBregeln sind 
unbedingt notwendig, um den in wasseriger Lésung sehr leicht autoxydablen 
Benzaldehyd vor einer Oxydation zu bewahren. Die Me8lésungen wurden 
stets im Dunkeln aufbewahrt. 


1 Zeitschr. f. physik. Chem. B 2, 39; 5, 124, 1929; 12, 165, 1931; IS, 
265, 1932; Zeitschr. f. Elektrochem. 39, 566, 1933. — ? Bull. Soc. Chim. 
France [4] 51, 1258, 1932. — * J. Chim. phys. 1929, 8. 665. 
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Die Messungen erfolgten gegen reines Lésungsmittel + Pufter, so dab 
nach Anbringung einer Korrektur fiir die gesondert bestimmten geringen 
Kigenabsorptionen der Kiivetten die Absorption nur des reinen Benz- 
aldehyds erhalten wird. Die Berechnung der Absorptionskoeffizienten x 
erfolgt nach der Formel x = 1/d . log J,/I (d: Schichtdicke inmm). Die Kon- 
zentration der gemessenen Lésungen an Benzaldehyd ist in allen Fallen 
0,0001 Mol/Liter. Die Wasserstoffionenkonzentration wird durch Acetat- 
puffergemische festgelegt: 2,5cem n/20 50°,ig alkoholische Pufferlésung 

leem m/1000 50°,ig alkoholische Benzaldehydlésung aufgefiillt auf 
10 cem mit 50°,igem Alkohol. 


MeBergebnisse. 


Die Absorptionskurven des Benzaldehyds in 50°,igem Alkohol 
(pu = 5,35) und in Cyclohexan! als Lésungsmittel sind in der Abb. 2 
zusammengestellt. Die Alkohol- 
Wasserkurve ist gegen die Cyclo 
hexankurve stark erniedrigt, das 
Maximum ist zu langeren Wellen 
hin verschoben. Wir kénnen an- 
nehmen, da8 im dipolfreien Cyclo- 
hexan das ,,reine’* Benzaldehyd- 
spektrum auftritt. Aus der Ande- 
rung des Spektrums schlieBen wir, 
daB das Lésungsmittel Alkohol- 
Wasser den Benzaldehyd beein- 
fluBt, und zwar wird in Analogie 
zu dem Verhalten aliphatischer 
Aldehyde anzunehmen sein, daB sat ie in hs: ee a ae 


auch der Benzaldehyd Hydrat und | | mms 


64 --—______________-_, 


fizient x 





Absorptionskoe! 





| 
| 
; ; Ne } 
Acetal bildet. Dadurch verschwin- ° 200 OW 020 30 PW 250 160 2% 280 2H 30 310 


det die CO-Gruppe als Chromo- eae oe 


phor, so daB eine niedrigere Ge- Abb. 2. 
samtabsorption beobachtet wird. 

Der Benzaldehyd gehorcht, wie wir fanden, in den vorliegenden 
sehr verdiinnten Lésungen dem Beerschen Gesetz. Die Bestimmung 
der Menge des in der Carbonylform vorliegenden Aldehyds aus der 
Hohe des Maximums ist jedoch nicht ohne weiteres méglich, denn der 
Betrag, den der Benzolkern fiir die Gesamtabsorption ausmacht, ist 
nicht bekannt. 

Nach K. L. Wolf und W. Herold? ist die Acetalbildung aliphatischer 
Aldehyde eine Zeitreaktion, die an Hand der Abnahme der CO-Bande 
zu verfolgen ist. Dagegen stellt sich re Acetal-Hydratgleichgewicht 
beim Benzaldehyd sofort ein; nach 1/,, 1, 2 und 4 Stunden wiederholte 


. Chismaientia von Fr]. L. Renner, Dissertation Hamburg 1933. — ? A.a.O. 





38 H. Albers, I. Meyer u. K. Meyer: 


Messungen zeigten keine weitere Erniedrigung des zuerst gemessenen 
Maximums!. Bei dem groBen Uberschu8 des Lésungsmittels iiber den 
Benzaldehyd nimmt dieses Ergebnis nicht wunder. 

Kine Frage ist es nun, ob sich auch in den kinetischen Versuchen 
der vorhergehenden Abhandlungen, bei denen der Benzaldehyd gegen- 
iiber dem Lésungsmittel in wesentlich gréBerer Konzentration vorlag. 
das Gleichgewicht so schnell einstellte. Bei langsamer Einstellung 
muBten sich, wenn man in einem Versuchsansatz dem Ferment wie 
iiblich zuerst den Aldehyd und dann die Blauséure zusetzt, bei ver- 
schieden langen Wartezeiten zwischen diesen Zusatzen Unterschiede 
in den erzeugten Drehungen ergeben. Sie ergeben sich aber nicht®. 

Qn 


max 





G09 


0b. 











| = 
Win 4a Wa 46 48 50 52 50 56 58 G0 6? 6% G6 G8 30 Toy 
Abb. 3. 


Auch in den konzentrierteren Lésungen geht die Gleichgewichts- 
einstellung also sehr schnell vonstatten®. Ergebnisse, die aus Ab- 
sorptionsmessungen gewonnen werden, kénnen danach_ iibertragen 
werden auf die Verhaltnisse in den enzymatischen Katalysen. 

Die Absorptionskurve des Benzaldehyds in 50°%ig alkoholischer 
Léisung zeigt grundsitzlich die in Abb. 2 dargestellte Form. Bei Ver- 
inderung der Wasserstoffionenkonzentration wird der Typ der Kurve 
nicht, geandert, geandert aber wird ihre Héhe*. Die fiir den Bereich 
des Bandenmaximums bei 248 my gemessenen Absorptionskoeffizienten 
sind in der folgenden Tabelle zusammengestellt. Tragt man die fiir die 


' Eine iiber einen langeren Zeitraum eintretende, sehr schwache 
Erniedrigung ist einer allmahlichen Oxydation des Benzaldehyds durch 
zutretende oder verbliebene Sauerstoffspuren zuzuschreiben. — 2 I. Mit- 
teilung, und zwar 8. 52, FuBnote 6. — * Die Ubertragung der Gleich- 
gewichtsverhialtnisse aus den sehr verdiinnten MeBlésungen auf die kon- 
zentrierteren Lésungen der Versuchsansétze besagt, daB das System 
Benzaldehyd—Alkohol—Wasser sich ahnlich verhalt wie das System Pro 
pionaldehyd—-Propanol, fiir das Herold und Wolf (Zeitschr. f. physik. Chem. 
B 12, 176, 1931) einen konstanten Gehalt an Carbonylform bis zu 2 mol. 
Lésungen nachwiesen. — * Schon 1910 wies Waliaschko nach, daB die Licht 
absorption des Benzaldehyds in alkoholischer Lésung durch Salzséurezusatz 
erniedrigt wird und daB sie nach Neutralisation der Saéure wieder auf ihre 
normale Gré8e zuriickgeht. Daraus schloB Waliaschko auf eine Reaktion des 
Aldehyds mit der Salzsaure. (J. Russ. chem. Ges. 42, 751, 1910; vgl. Bieleck 
u. Henri, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 47, 1708, 1914.) 
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Wellenlange 248 my gemessenen Werte xy,x, in einem Koordinaten- 
system auf gegen die py-Werte der MeBlésungen, so erhalt man aus 
den vier MeBreihen die in der Abb. 3 dargestellte Mittelwertskurve. 

Die gewonnene Kurve zeigt deutlich drei Maxima bei den px- 
Werten 5,3, 6,0 und 6,5. DaB die Maxima nicht zufallig sind, beweist der 
gleichsinnige Verlauf der MeBpunkte. Die Abweichungen sind wahr- 
scheinlich in einer geringen Oxydation des Benzaldehyds zu suchen!. 

Die Deutung der gefundenen Maxima ist nicht einfach. Auf jeden 
Fall richtig ist zunaéchst die Aussage, daB der in der Carbonylform 


Tabelle I. 


Tabelle der Absorptionskoeffizienten x bei verindertem py. 





PH Mefireihe 240 mu 244 mu 248 mu 254 mu 258 mu 


0,067 1 0,0873 0,0894 0,082 1 0,0696 
0,0573 0,9841 0.0866 0,0790 0,0660 
0,0617 0,0820 0,0839 0,0800 0,0594 


0,0615 0,0829 0,0867 0,0894 0),0630 
0,0617 0,0790 0,0841 0,0775 0,0582 
0,0615 0,0780 0,0855 0,0790 0.0466 
0,0625 0,0799 0.0854 0,0802 0,0626 


0,0665 0,0841 0,0915 0,0825 0,0655 
0,0640 0,0833 0,0880 0.0800 0.0647 
0.9651 0.0825 0.0906 0,0810 0.0669 
0.0656 0,0816 0,0904 0,0821 0,0701 


0,0617 0,0759 0,0812 0.0766 0.0615 
0,0596 0,0796 0.0840 0.0796 0,0581 
0,0630 0,0790 0,0845 0.0770 0,0604 
0,0635 0,0729 0,0840 0,0810 0,0624 


0,0673 0,0870 0,0891 0.0798 0.0646 
0,0645 0,0852 0,0880 0,0825 0,0656 
0,0676 0,0841 0,0930 0.9832 0,0645 
0,0691 0,0903 0,0925 0.0865 0,0710 


0,0639 (0845 0,0863 0.0801 0,0637 
0,0598 0,0716 0.0823 0.0786 0.0629 
0.0639 0,0894 0,0861 0,0794 0,0602 
0),0619 0,0767 0,0850 0,0786 0,0660 
0,0689 0,0886 0,0895 0,0835 0,0676 
0,0684 0,0824 0,0906 0,0810 0,0664 
0.0617 0,0794 0,0786 0,0610 
0,0715 0,0810 0),0954 0,0832 0,0673 


6,86 0,0669 —-0,0861 0,0899  0,0810 + ~—-0,0700 
7,12 0,0707 0,089 0.0921 0.0885 0,077 


1 Schon 0,00224eem O, wiirden geniigen, um den gesamten in einer 
MeBkiivette befindlichen Benzaldehyd (in 2 cem 2. 10-7 Mol) zu oxydieren. 
Diese Angabe weist besonders instruktiv auf die Wichtigkeit eines peinlich 
sauberen Arbeitens hin. 
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vorliegende Benzaldehyd in alkoholisch-wasseriger Loésung bei drei 
definierten Wasserstoffionenkonzentrationen drei Stabilitatsoptima auf- 
weist. Der Benzaldehyd kann, wie schon erwahnt, im Gleichgewich: 
mit Hydrat- und Acetalformen vorliegen. Diese Formen kénnen in 
Analogie zu den Verhialtnissen bei Fettsaure-Estern! als Ampholyte 
aufgetaBt werden. Somit ergibt sich ein héchst kompliziertes Gleich- 
gewicht zwischen den ampholytischen Dissoziationsstufen der Hydrat- 
und Acetalformen des Benzaldehyds. Es kann kaum daran gedacht 
werden, eine Zuordnung der Maxima zu einzelnen Vorgangen dieses 
Gleichgewichts zu versuchen. Aber eine solche Zuordnung der Maxima 
ist auch unwesentlich. Wesentlich ist die mit aller Sicherheit zu gebende 
Aussage, daB die Menge der in der Carbonylform vorliegenden Ben:- 
aldehydmolekiile bei verschiedenem py verschieden ist, und dap sie bei den 
Pu-Werten 5,3, 6,0 und 6,5 ein Maximum besitzt. 

Vergleichen wir diese Werte mit den py-Werten, die in der Akti- 
vitats-pu-Kurve ein Maximum der Aktivitaét der gebildeten Zwischen- 
verbindungen bei py = 5,4, 5,85 und 6,5 anzeigten, so ist der Schluli 
berechtigt, daB die Aktivitétsmaxima mit den Mengenmaxima fiir di: 
in der Carbonylform vorliegenden Benzaldehydmolekiile identisch sind 
Damit ist die bisher ratselhafte Gestalt der Aktivitats-py-Kurve in 
einfachster Weise erklart: 

Wir haben, vor allem nach den Ergebnissen des nachsten Ab- 
schnittes, der Lichtabsorption des Emulsins selber, berechtigten Grund 
zu der Annahme, daB das Ferment (Ff) mit dem Aldehyd (A) eine 
Zwischenverbindung bildet. In dem Gleichgewicht 


F+nAzFA, 


entsteht die Zwischenverbindung F A,, gemaB der Menge des vorhandenen 
Aldehyds. Scheinbar wird durch eine py-Anderung die ,,Aktivitat’ 
der ‘Zwischenverbindung sprunghaft geandert, in Wahrheit ist diese 
, Aktivitatsénderung” nur zuriickzufiihren auf die veranderten Menge» 
der Zwischenverbindung, die mit der verinderlichen Menge des Benz 
aldehyds im Gleichgewicht steht. Mit dem Fermentmolekiil reagiert 
in einer Primarreaktion der Benzaldehyd als solcher, nicht etwa als 
Orthoaldehyd oder als Acetal. Hinzu kommt, daB auch bei der Reaktion 
iiber eine Zwischenverbindung Ferment-Blausiure, die nach dem 
Schema FC + A_ verlauft, die Reaktionsgeschwindigkeit von det 
Menge an Aldehyd abhangig ist. Bei diesem Schema muB man allerding- 
die einigermaBen unwahrscheinliche Voraussetzung machen, daB dic 
Molekiile des in der Carbonylform vorliegenden Aldehyds schnelle: 


' vy. Euler u. Svanberg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 116, 139, 1921: 
K.G. Karlsson, Zeitschr. f. anorgan. allgem. Chem. 145, 1, 1925; v. Eule’ 
u. Oelander, Zeitschr. f. physik. Chem. 181, 107, 1927; Oelander, ebenda 12%. 
3. 1927. 
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mit der Zwischenverbindung Ferment-Blausaure reagieren als die durch 
ampholytische Dissoziation entstandenen Jonen des Aldehydhydrates. 


Spektrographische Untersuchung des Emulsins. 

Im Laufe der Untersuchung wurden sehr viele Emulsinpraparate 
auf ihre Ultraviolettabsorption gepriift. Fast alle Praparate zeigten 
eine starke Bande bei 248 mu. Nur die weitergehend gereinigten Pra- 
parate zeigten diese Bande nicht mehr oder nur noch angedeutet. 
Beispiele solcher Absorptions- 
kurven bringt die Abb. 4. Es Sle tgiecnicgneaptgimeereinrenccqeonne: 
fallt sofort in die Augen, dai | 
die Form der Kurve I* fast 
identisch ist mit der Absorp- 
tionskurve des reinen Benz- 
aldehvds (Abb. 2). Tatsachlich 
war es immer auf erordentlich 
schwer, die Fermentpraparate 
durch die angewendete Dia- 
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lysenmethode so weit zu rei- 
nigen, daB der Geruch nach 
Benzaldehyd verschwand. Eine 
0.4% ige  Benzaldehydlésung PO RE SEG et oe SO OR Ce a SO, 
konnte in weniger als 20 Stun- a ‘Welinlinge it mp al 
den durch Schnelldialyse ge- Abb. 4. 
ruchsfrei_ erhalten werden: 
Emulsinpraparate, die bestimmt insgesamt weniger Benzaldehyd in 
der Volumeneinheit enthielten, konnten oft drei Tage schnelldialvsiert 
werden und zeigten dann immer noch einen schwachen Geruch nach 
Benzaldehyd. Offenbar wird der Benzaldehyd durch das Ferment 
besonders fest gebunden, so daB er, wie die Absorptionskurven 
beweisen, als sein fast staéndiger Begleiter anzusprechen ist!. Dieser 
Befund deckt sich mit dem aus den kinetischen Messungen gewonnenen 
Befund vollkommen. 

Es fragt sich nun, ob aus den Absorptionskurven reinerer und von 
Benzaldehyd weitestgehend befreiter Praparate schon Schliisse zu 
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* Praparat, welches fiir die kinetischen Versuche der vorigen Ab- 
handlung verwendet wurde. OxW. = 0,66. — ! Nach AbschluB unserer 
Arbeiten erschien eine Arbeit von B. Helferich u. G. Brieger (Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 221, 94, 1933) iiber die Schadigung von Emulsin durch 
ultraviolette Strahlen. Danach ,,wird es wahrscheinlich, daB der Schadigung 
durch ultraviolettes Licht von 254 my eine Absorption durch das Ferment 
selbst zugrunde liegt“. Es ist nicht unmdglich, da®B die Lichtabsorption 
dieses aus siiBen Mandeln gewonnenen, f-glucosidasereichen Emulsins 
durch dieselben Verhaltnisse bedingt ist wie die Lichtabsorption unseres 
aus bitteren Mandeln gewonnenen, oxynitrilesereichen Emulsins. 











42 H. Albers, 1. Meyer u. K. Meyer. 


ziehen sind auf den Bau des Fermentmolekiils selbst. Die Kurven II 
und Ill sind mit solchen Praparaten gewonnen. Es ist verfriiht, in 
ihnen eine typische Form erkennen zu wollen, die auf einen bestimmten 
Bau des Fermentmolekils hinwiese. 

Die Kurven II und III sind mit Praparaten gewonnen, die durch 
Bleiacetatfallung erhalten wurden. Es ist hervorzuheben, daB das Pra- 
parat Il (OxW. 0,67) unverdiinnt gegen Wasser und daB das Praparat II] 
(OxW. 1,75) nur mit Alkohol im Verhaltnis 1: 1 verdiinnt gegen 50°, igen 
Alkohol gemessen wurde. Das Praéparat der Kurve I (OxW. 0,66) hingegen 
wurde erst durch Zugabe von Alkohol (1:1) von fallbaren Stoffen befreit 
und die alkoholische Lésung sodann noch im Verhaltnis 1 : 20 mit 50°, igem 
Alkohol verdiinnt. Will man die Kurven miteinander vergleichen, so muf 
man die Kurven II und III um das 40fache bzw. um das 20fache erniedrigen. 
Man sieht, daB die Absorption des Benzaldehyds praktisch verschwunden ist. 

Aus den vorliegenden  Absorptionsmessungen an Oxynitrilese- 
prdaparaten ist der SchluB zu ziehen, dap der Benzaldehyd ein hartndckiger 
und offenbar durch Affinitdtskrafte des Ferments festgehaltener Begleiter 
der Oxynitrilese ist. 

Herstellung reinerer Oxynitrileselésungen fiir Absorptionsmessungen. 

Die schnelldialysierten Fermentlésungen zeigten alle noch eu 
deutliches Benzaldehydspektrum. Die Entfernung des festhaftenden 
Benzaldehyds gelingt iiber eine Bleiacetatfallung!. 

Prdparat 11, 

Die enteiweiBte Rohlésung wurde 10 Stunden schnelldialysiert und 
weiterhin 2 Tage dialysiert gegen stehendes destilliertes Wasser, das oft 
erneuert wurde. Die Rohlésung hatte ein Trockengewicht von 1,20°, und 
einen OxW. von 0,37 (4 cem Fermentlésung; xy 0,.36°, 2 dm). Die 
schnelldialysierte Lésung hatte ein Trockengewicht von 0,176°, und einen 
OxW. 1 (4cem Fermentlésung; «} = 0,14°, 2dm). Ungefahr die Halfte 
des Ferments ging bei der Dialyse verloren. 40 ccm der dialysierten 
Lésung, die noch schwach nach Benzaldehyd roch, wurden mit wenigen 
Tropfen einer Lésung von basischem Bleiacetat versetzt. Es fiel ein 
sehr geringer Niederschlag aus. Er wurde abzentrifugiert. mit Wasser 
gewaschen und mit Schwefelwasserstoff zersetzt. Nach dem Abblasen des 
Schwefelwasserstoffs hatte die Fermentlésung nach vierstiindiger Schnell- 
dialyse ein Trockengewicht von 0,028°, und einen OxW. 0,67 (8 ccm 
Fermentlésung; x = 0,03°, 2dm). Der OxW. hat sich also verschlechtert. 
Die Lésung zeigt keinen Geruch mehr nach Benzaldehyd, sie wurde direkt 
gegen Wasser gemessen (Kurve II, Abb. 4). 

Pradparat III 
wurde aus dem Zentrifugat des Bleiniederschlags gewonnen. Nach dem 
Entbleien mittels Schwefelwasserstoffs, Abblasen desselben und vierstiindiger 
Schnelldialyse ergab sich eine Fermentlésung mit einem Trockengewicht 
von 0,10°, und einem OxW. 1,75 (4cem Fermentlésung; x; = 0,14°, 2dm). 
Die Lésung zeigte keinen Geruch nach Benzaldehyd, sie wurde nach dem 
Verdiinnen mit Alkohol im Verhaltnis 1 : 1 gegen 50°, igen Alkohol gemessen. 


! Vgl. Nordefeldt, diese Zeitschr. 159, 11, 1925. 
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Uber die Zwischenverbindungen bei der asymmetrischen 
Synthese des Mandelsaurenitrils mit Hilfe von Emulsin. 


>. Mitteilung zur Kenntnis der Oxynitrilese des Emulsins. 


Von 
H. Albers und H. Albrecht. 


(Aus dem Chemischen Staatsinstitut der Hamburgischen Universitat.) 


(Eingegangen am 3. Januar 1934.) 
Mit 19 Abbildungen im Text. 


Nach der Betrachtungsweise von Michaelis und Menten! kann man fiir 
eine Fermentreaktion aus der ..Aktivitits-py-Kurve™, welche die Ab- 
hangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Substratkonzentration 
beschreibt, Schliisse ziehen auf das Wesen der auftretenden Zwischen- 
verbindung. Die Betrachtungsweise griindet sich auf das Massenwirkungs- 
gesetz. Zur Auswertung messender Versuche hat man sie bisher stets an- 
gowendet ; sie stellt aber nur die spezielle Beschreibung einer Klasse haufig 
vorkommender Zwischenverbindungen von der allgemeinen Zusammen- 
setzung FS (1 Molekiil Ferment + | Molekiil Substrat) dar. Auf Grund 
allgemein getaBter Voraussetzungen gelang es H. Albers, allgemeingiiltige 
Ausdriicke fiir die Beschreibung von Fermentreaktionen zu gewinnen, in 
denen eine Zwischenverbindung FS,, auftritt. Die Brauchbarkeit wurde 
am Beispiel der katalatischen Wasserstoffperoxydzersetzung gezeigt: 
Es tritt eine Zwischenverbindung Katalase-[|H,O,|, und eine nicht mehr 
reaktionsfihige Verbindung, wahrscheinlich Katalase-[H,O.,},, aut. 

Diese allgemeingiiltigen Ausdriicke haben sich auch bei der Unter- 
suchung der durch die Oxynitrilese des Emulsins beschleunigten Synthese 
des (+ )-Mandelsaurenitrils aus Benzaldehyd und Blauséure bewahrt. 


Die Geschwindigkeit einer fermentativen Synthese in Abhingigkeit von der 
Substratkonzentration. 


Die relative Geschwindigkeit V eines durch ein Ferment beschleunigten 
monomolekularen Vorgangs, etwa einer Spaltung, ist proportional der 
Menge der Zwischenverbindung FS,: V = k(FS,,)]. In Abhiangigkeit von 
der Substratkonzentration wird V dargestellt durch den Ausdruck: 


yyn 
iste rer) is : (1) 
n 
Die Gleichung (1) ist der allgemeine Ausdruck fiir eine Aktivitats-p.-Kurve. 
K,,, die Dissoziationskonstante der Zwischenverbindung FS,,, ist gegeben 
durch die Beziehung K [S]". 


=123 ™ die Anzahl der an das Ferment- 


n 


1 Diese Zeitschr. 49, 339, 1913. — *? H. Albers, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
218, 113, 1933. Die dort angefiihrten grundlegenden Betrachtungen iiber 
Zwischenverbindungen und iiber die Gestalt von Aktivitéts-p .-Kurven 
sind in dieser Arbeit nicht wiederholt, auf sie mu verwiesen werden. 
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molekiil gebundenen Substratmolekiile, ist gegeben durch die Beziehung 
Neiggstang. am Wendepkt. Ordin.einh. 
n . 0,576 Absz.einh. 

Die relative Geschwindiykeit einer fermentativen Synthese ist 
proportional der Menge der Zwischenverbindung F§,, und der Meng: 
des zweiten Substrates S’: V = k [FS,][S’}*. Die Abhangigkeit de: 
Geschwindigkeit von den Substratkonzentrationen ergibt sich dem 
nach! zu ‘sp 
= —— ‘te -- [S’F. (2 

K, +([(S} 
Die Gleichung (2) geht in die Gleichung (1) iiber, wenn der Faktor [S’| 
konstant gehalten wird. Die Bestimmung von A, und von n erfolgt 
dann nach der fiir Gleichung (1) angegebenen Weise. Aus der Glei 
chung (2) kann die Bestimmung von K, und von n in dieser Weise 
nicht vorgenommen werden. 

Zur Charakterisierung von Zwischenverbindungen gewinnt man 
demnach die Aktivitaéts-p,-Kurven fermentativer Synthesen, indem 
man in zwei Versuchsreihen wechselweise die Konzentration nur eines 
Reaktionsteilnehmers andert und die des anderen konstant laBt. Dir 
Konzentration des konstant belassenen Anteils darf nicht so hoch 
gewahlt werden, da8 die Voraussetzungen fiir die Deutung einer Akti- 
vitats-po-Kurve, definierte Wasserstoffionenkonzentration, Gesetz- 
maBigkeiten verdiinnter Lésungen, nicht mehr erfiillt sind. Wenn es die 
besonderen Verhaltnisse erlauben, wahlt man zweckmaBig jene konstante 
Konzentration niedrig. Gleichartige Verhaltnisse liegen dann in einer 
Versuchsreihe am Anfang der Reaktion vor. Man wiahlt also die Anfangs- 
geschwindigkeit? als MaB$ der relativen Geschwindigkeit V, nachdem 
man sich von der Zulassigkeit dieser Wahl vorher iiberzeugt hat. 


V 


Die Abhiangigkeit der Oxynitrilesewirkung von den Substratkonzentrationen. 

Die durch Oxynitrilese beschleunigte asymmetrische Oxynitril- 
synthese kann tiber zwei Wege vor sich gehen: iiber eine Zwischen- 
verbindung Ferment-Aldeh yd und iiber eine Zwischenverbindung Ferment. 
Blausdure. Kine Zwischenverbindung Ferment-Aldehyd konnte bereit= 
durch die Tatsachen als wahrscheinlich gelten, daB die Reihenfolge de: 
Zugabe von Aldehyd und Blausaiure zum Ferment beim Ansetzen eines 
Versuchs fiir die GréBe der erreichten Drehung wesentlich ist, und dat 
nach Aussage der Lichtabsorptionskurven der Oxynitrilesepraparat 
der Benzaldehyd vom Ferment besonders hartnackig und offenba: 
durch Affinitatskrafte gebunden wird. 


1 Vorausgesetzt, daB S’ mit dem Ferment nur in so geringem Mali: 
eine Zwischenverbindung bildet, daB eine Reaktion iiber sie praktisc/ 
nicht ins Gewicht fallt. — * Vgl. R. Kuhn, Zeitschr. f. physiol. Chem 
125, 1, 1925. 
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Fiir die Gewinnung von Aktivitats-p.-Kurven der Synthese und 
fir die Erkennung der auftretenden Zwischenverbindungen wurden 
Versuche angestellt, in denen 
unter Verwendung des gleichen’ 94”; 
Fermentpraparates! die Kon- Sar! 











ue ntration jeweilig eines Reak- $906} 4 Pa | 
tionsteilnehmers, des Aldehyds § oe! A. ay 4 

oder der Blauséure, verandert 3 ma Pat ~~" | a af 
sed | tls Meise ae BAe * 
wurde. Die Konzentration des = § Fai 

anderen Reaktionsteilnehmers Soe ~4, | | | 
wurde konstant belassen. = 0 





44 12 10 G8 06 44% G2 0 -G2-QfA] 
So wurde in den Versuchs- AbD. 1: 

reihen Mund N nur die Aldehyd- 

konzentration verandert (M: [C] 




















4; N: [C] = 1; die Reihe N Gn 

war mit der 3!/,fachen Ferment - E49) 
‘ 8472) | 

menge der Reihe M angesetzt). x 

in den Versuchsreihen O und P $90! 2 tag se , 

wurde nur die Blaus&éurekonzen- 8 : |_A | | 

tration verandert (O: [A] = 4: 3 

P: [A] = 1; die Reihe P war mit ret 

der 31/,fachen Fermentmenge der ¥ eect oe 

Reihe O angesetzt}. Aus den am § 

SchluB dieser Arbeit zusammenge- § is 

stellten Drehungskurven wurden 

als MaB der aktiven Fermentmenge 98 2 0 08 O 4 G2 0 -G2-Gl] 

die Anfangsgeschwindigkeiten «5, Abb. 2 


abgelesen (Tabelle S. 53/54). 

Werden die Anfangsgeschwindigkeiten in der iiblichen Weise gegen 
den negativen Logarithmus der jeweilig veranderten Substratkonzen- 
tration? in einem Koordinatensystem aufgetragen, so ergeben sich die 
in den Abb. 1 und 2 dargestellten Ahtivitdts-p.-Kurven. 


’ Desselben, mit dem die Versuche der voranstehenden III. Mit- 
teilung ausgefiihrt wurden, und welches in seiner Aktivitaét unverandert 
geblieben war. — ? Zur leichteren Orientierung iiber das Verhaltnis 
zwischen relativer und absoluter Konzentration diene die folgende 


Umrechnungstabelle. 








Relative Absolute Relative Absolute 
Konzentration Konzentration — lg |S} Konzentration Konzentration Ig [S]} 
[S} Mol/Liter Ss Mol/Liter 
0,5 0,065 1,187 2,0 0,260 0,585 
0,8 0,104 0,983 2,67 0,347 0,460 
1,0 0,130 0,886 4,0 0,520 0,284 
1,33 0,173 0,762 8,0 1,040 — 0,017 
1,67 0,217 0,663 12,0 1,560 — 0,193 
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Diese Kurven sollen nun die Frage beantworten, welcher de: 
beiden Reaktionspartner, ob der Aldehyd oder die Blausdure oder o}, 
gar beide sich mit dem Ferment zu Zwischenverbindungen vereinige) 
und welche Zusammensetzung diese Zwischenverbindungen haben. 

Schon der Augenschein lehrt, daB die gewonnenen Kurven ein 
grundsatzlich anderes Aussehen haben, als man es bisher von den be 
kannten S-férmigen oder glockenférmigen Aktivitats-p.-Kurven ge 
wohnt ist. Wir betrachten zunachst die unter Konstanthaltung de: 
Blausiurekonzentration gewonnenen Kurven MW und N. Sie miissen 
uns erlauben, Schhiisse zu ziehen auf die Bindungsverhaltnisse zwischen 
Ferment und Aldehyd. 

Die Kurven .V und N zeigen einen anfanglichen Anstieg, sodann 
einen (aber nicht auf den Nullwert zuriickgehenden) Abfall und schlieBlich 
wieder einen Anstieg. Der erste Anstieg und Abfall kann seine Ent- 
stehung dem Auftreten einer reaktionsfahigen Zwischenverbindung F A 
und von einem gewissen AldehydiiberschuB an — dem Auftreten 
einer nicht mehr reaktionsfahigen Verbindung FA, 4, verdanken 

Aus dem Verhaltnis der Koordinaten (Ordinateneinheit = Héhe der 
Maxima) und dem Richtungsfaktor des ansteigendes Astes am Wende- 
punkt ergibt sich der Zahlenwert fiir n, und zwar aus der M-Kurve 

0,602 / 1,09 


zu 1,81 | -—. = 0,58} und aus der N-Kurve zu 2,06 |———.. 
n . 0,576 0 .0,576 


= 0,92). Die Werte liegen dem Wert n = 2 geniigend nahe, um zu 


schlieBen, da in einer Primdrreaktion zwei Aldehydmolekiile mit dem 
Fermentmolekiil zusammentreten zu einer reaktionsfahigen Zwischen- 
verbindung F Ag. 

Man sollte erwarten, da die Dissoziationskonstante der Ver- 
bindung FA, durch die Beziehung K, = [A]}-<1, gegeben ist. Da- 
nach ergibt sich K, aus der M-Kurve zu 0,0050 (—lg [A] = 1,15) und 
aus der N-Kurve zu 0,0026 (— Ig [A] = 1.29). Das wiirde bedeuten. 
da8 die Affinitét des Aldehyds zum Ferment abhangig ist von der 
jeweiligen Konzentration der Blausiure!. Die Abhangigkeit der er- 
rechneten K,-Werte von der Blauséurekonzentration weist darauf hin. 
daB auch der Blausdure eine Affinitat zum Ferment zukommt?. Aldehyd 


! Vgl. Haldane-Stern, Allgemeine Chemie der Enzyme 8S. 104. Schon 
Michaelis u. Menten (diese Zeitschr. 49, 339, 1913) fanden eine Verschiebung 
des Verhaltnisses der an Saccharase gebundenen Menge Rohrzucker zu: 
gebundenen Menge Glucose mit der Substratkonzentration. Siehe dazi 
Fischgold u. Ammon, ebenda 247, 338, 1932. — ? Auf diese Affinitat weist 
auch die Verschiedenheit der Maxima der M- und N-Kurven hin. Ube: 
die relative Geringfiigigkeit dieser Affinitat vgl. die folgenden Seiten. 
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und Blausaure konkurrieren also um die reaktionsfahigen Gruppen des 
Ferments. 

Der weitere Verlauf der M- und N-Kurven in ihrem wieder- 
abfallenden Ast weist auf das Entstehen einer weiteren aldehydreicheren 
Verbindung [FA,] A,,! hin: 


FA, + mA = [FA)]A,. 


<— 


m 


Der Zahlenwert fiir m kann aus den M- und N-Kurven nicht mit ge- 
nugender Genauigkeit bestimmt werden. Ebenso kann aus ihnen nicht 
entschieden werden, ob die Verbindung [F A,] A,, reaktionsunfahig oder 
nur reaktionstrage ist. 

Nun folgt auf Anstieg und Abfall ein neuer Anstieg. Hierin liegt 
eine bisher einzig dastehende Sonderheit des Oxynitrilesesystems gegen- 
iiber allen bisher untersuchten Fermentsystemen vor. Die Aufklarung 
dieser Sonderheit ist daher geboten. 

Wir sahen bereits, daB die Blausdure Affinitat zum Ferment ent- 
wickelt. Da nun die Blausdéure schon mit dem im Komplex F A, relativ 
fest gebunden Aldehyd in Konkurrenz tritt, so wird sie um so eher in 
Konkurrenz treten mit dem im Komplex [FA,] A,, relativ locker ge- 
bundenen ,,iiberschiissigen’’ Aldehydmolekiilen. Deshalb entsteht aus 
der reaktionsunfahigen oder reaktionstragen Verbindung [FA,] A, 
deren Menge mit wachsender Aidehydkonzentration standig wiachst, 
eine Verbindung [FA,|C,. Die Verbindung [F A,| C, bildet dann, wie 
man wegen der gleichzeitigen Anwesenheit von Aldehyd und Blausaéure 
anzunehmen hat, mit relativ groBer Geschwindigkeit Oxynitril. Der 
wiederansteigende Endast der Aktivitats-p,-Kurven M und N_ be- 
schreibt diese Umsetzung. 

Die Probe auf diese Auffassung liefern die Versuchsreihen O und P. 
In ihnen wird nur die Blausiuremenge verandert und die Aldehyd- 
menge konstant belassen. In der Versuchsreihe P gaben wir so wenig 
Aldehyd ({[A] = 1) zu, da8 sich nur die reaktionsfaihige Zwischen- 
verbindung F A, bilden konnte, die den Aldehyd in relativ fester Bindung 
enthalt. (Die Aldehydmenge liegt vor den Maxima? der M- und N-Kurven 
auf deren erstem ansteigenden Ast, der, wie wir gesehen haben, die 
Bildung der Zwischenverbindung F A, beschreibt.) Bei Vermehrung 
der Blausiure wird anfangs praktisch nur die Geschwindigkeit der 
Reaktion FA, + xC€ erhéht, die Aktivitats-p,-Kurve P zeigt bis in 
hohe Blauséurekonzentrationen ein geradliniges Ansteigen. SchlieBlich 
tritt die Blauséure mit dem in FA, gebundenen Aldehyd deutlich in 


' Die Bezeichnungsweise [FA,]A,, soll andeuten, da der zusatzlich 
gebundene Aldehyd lockerer, gleichsam ..in auBerer Sphare*, gebunden ist. 
— * Vgl. die Umrechnungstabelle S. 45. 
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Konkurrenz, und es bildet sich eine Verbindung Ferment—Blausaure 
Sie reagiert mit dem Aldehyd mit einer Geschwindigkeit, die von der- 
jenigen der Reaktion F A, + xC verschieden ist. Das gibt sich in einem 
Abbiegen der Aktivitats-p,-Kurve kund. Nun erfolgt dieses Abbiegen 
erst bei einer verhaltnismaBig hohen Blausaéurekonzentration. Also 
ist zu schlieBen, daB die Affinitat der Blausdure zum Ferment wesentlich 
geringer ist als die des Benzaldehyds zum Ferment. 

In einer zweiten Versuchsreihe O gaben wir so viel Aldehyd ({A] = 4) 
zu, daB sich nur die reaktionsunfahige oder reaktionstrage Verbindung 
{F A,| A,, bilden konnte. (Die Aldehydmenge! liegt bereits hinter dem 
Maximum der M- und \N-Kurven auf deren absteigendem Ast, der dic 
Bildung der Verbindung {F A,| A,, beschreibt.) Mit deren ,,iiberschiissig” 
und locker angelagerten Aldehydmolekiilen tritt nunmehr eine von 
Versuch zu Versuch vermehrte Menge Blauséure in Konkurrenz. Es 
bildet sich durch Austausch aus der reaktionsunfahigen oder reaktions- 
trigen Verbindung [F A,] A,, die reaktionsfahige Verbindung [F A,} C, 
Der erste ansteigende Ast der Kurve O beschreibt also den Aufbau 
von [FA,]C, und somit auch den Abbau von [FA,]A,. Nun geht 
dieser Ast wahrscheinlich asymptotisch aus der Null-Linie hervor, 
d. h., die Geschwindigkeit, mit der [F A,] A,, reagiert, wird wahrscheinlich 
Null sein. 

Weiterhin lat sich aus dem ansteigenden Ast der Zahlenwert des 

0,536 
Index 2 in [FA,]C, feststellen?: os 0,5:n = x = 1,86. 
Z n. 0,576 
Demnach kommt der Verbindung die Formel [F A,] C, zu. Da nun an- 
zunehmen ist, da die beiden Blauséuremolekiile zwei Aldehydmolekiile 
verdrangt haben, so kommt wahrscheinlich der mit tiberschiissigem 
Aldehyd entstandenen Verbindung die Formel [FA,] A, zu. 

Weitere Blausdurezugabe bringt die Reaktionsgeschwindigkeit zuni 
Sinken. Wir nehmen an, da8 die Blauséure nun auch den fester ge- 
bundenen Aldehyd zu ersetzen beginnt unter Bildung einer weniger 
(oder iiberhaupt nicht mehr) reaktionsfahigen Verbindung [FC,] C,. 
wahrscheinlich [FC] C,. Diese Verbindung zeigt ein ahnliches Verhalten 


' Die anfangs praktisch ausschlieBliche Bildung der Verbindung 
[F A,]A,, mit dieser Aldehydmenge ist deshalb anzunehmen, weil — wie 
die Kurven M und N zeigen — mit Verringerung der Blausaurekonzentration 
das Maximum der Aktivitats-p,-Kurve sich immer mehr zu_ kleineren 
Konzentrationen verschiebt. Fiir die Konzentration 0 der Blausaéure - 
an sich natiirlich nicht realisierbar im Versuch — ist anzunehmen, dat) 
nur [FA,JA,, gebildet wird. — * Tatsachlich kann die Entstehung de! 
Verbindung [FA,]C, nach der einleitenden Ableitung behandelt werden: 
mit dem zweiten Substrat, in diesem Falle mit dem in groBer Menge 
vorliegenden Aldehyd, bildet das Ferment nur eine Verbindung, iiber die 
praktisch keine Reaktion statthat. 
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wie die Verbindung [FA,| A,. Wie dort der Aldehyd, so ist hier die 
locker, gleichsam in auBerer Sphare, gebundene Blausdure durch den 
inderen Reaktionspartner zu verdrangen, dessen Menge von Versuch 
zu Versuch vermehrt wird. Es entsteht also cine Verbindung [FC] Ag. 
die wie die Verbindung [F A,] C, zu Oxynitril reagiert. Die Bildung 
dieser Verbindung wird durch den ansteigenden Endast angezeigt. 

Zusammenfassend kénnen wir die Zwischenverbindungen nun voll- 
standig beschreiben: 

1. Die Affinitat der Blausiure zum Ferment ist wesentlich geringer 
als die des Benzaldehyds zum Ferment. 

2. Die Hauptreaktion der asymmetrischen Mandelsaurenitril- 
svnthese verliuft tiber die Verbindung FA,: 


FA, + 2C —> F(Ox"t’), —» F + 20x"), 


3. Daneben finden wir eine reaktionsunfahige Verbindung [F A,} A,, 
die mit Blauséure iibergehen kann in eine reaktionsfahige Verbindung 
|FA,] Cy. Eine Nebenreaktion verlauft also nach der Gleichung: 


[F Ag] A, + 20 == [FA] Cy +24 


Y 
F (Ox'*’), 

' 
F + 20x‘*) 

4. Weiterhin bildet sich mit viel Blauséure eine lediglich blau- 
siurehaltige reaktionsunfahige oder reaktionstrage Verbindung, wahr- 
scheinlich [FC,] C,. die mit gréBeren Aldehydmengen iibergehen kann 
in eine reaktionsfahige Verbindung [FC,] A,. Eine zweite Neben- 
reaktion verlauft also nach der Gleichung: 


[FC] Cp +2A = [FC] A, +2C 
| 


F + 20x'7? 
Insgesamt ergibt sich fiir die Bildung der Zwischenverbindungen 
und tir die Reaktionsfolgen das Schema: 


$4+94 se Fa, oe Flos), == F +205" 
Al 49 AN 
1} 2A pe) 

[F Ag] Ay > [FAg]Cg  “S_ 


os 


b. 


iad ’ + 2A a 
[FC] Cy 2 > (F Cy] Ay 


Biochemische Zeitschrift Band 269, 
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Eine Gewahr dafiir, daB die Kurvenziige W, N und O nicht zufallig 
sind, liegt in der Ahnlichkeit der Kurvenziige K und L (Abb. 3). In der 
Versuchsreihen K und L wurden beide Substratmengen gleichmaBig ge 
andert. Die Menge der Blauséure ist der des Aldehyds stets aquivalent : 
die Reihe K enthilt gegeniiber der Reihe L 3'/,;mal weniger Ferment !. 
Gleich den M-, N- und O-Kurven zeigen auch die Kurven K und L eine: 
Anstieg, dann einen Abfall und schlieBlich einen neuen Anstieg. Die voran 
gehenden grundsatzlichen Ausfiihrungen haben gezeigt, daB diese Kurve: 
einer Auswertung nicht zugénglich sind. 


Die Hemmung der asymmetrischen Synthese durch Zugabe von Phenol. 


Méglicherweise kénnte das Studium der durch Phenol? gehemmte 

asymmetrischen Synthese den Mechanismus der Reaktionen am Fer. 
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Die Konzentration des Phe- 
Bw 6 Ww 0 -O GK) nols ist tiber die Versuchsreihe 
Abb. 3. konstant, die wechselnden Kon- 
zentrationen an Benzaldehyd und 
an Blausiaiure entsprechen denen der Versuchsreihe L. Die Ansatze erfolgten 
nach den Angaben fiir den ,,Normalversuch’*; dem Fermentpraparat 
wurde jeweils zuerst 0,615 g¢ Phenol (das ist, bezogen auf die Substrat- 
konzentration 1, die m/2 Menge) in 50°,ig alkoholischer Lésung zu 
gesetzt. 

In der nachstehenden Tabelle sind die Anfangsgeschwindigkeiten de! 
@-Reihe denen der L-Reihe gegeniibergestellt. Aus ihnen ist der Hemmungs 
koeffizient h* berechnet. Er ist bei Veraénderung der Substratkonzentration 
konstant, d. h. das Phenol hemmt nicht-kompetitiv. 


Ss 
a 
er 





' Bei Reduktion der Kurve L um das 3'/,fache fallt sie mit der Kurve ( 
zusammen (vgl. die Abb. 3). Das bedeutet: Die Geschwindigkeit de: 
(pseudo-)monomolekularen Reaktion ist direkt proportional der Katalysato 
konzentration, wie es der eingangs erhobenen Feststellung entspricht. 

2 Vgl. L. Rosenthaler, diese Zeitschr. 17, 264, 1909. Phenol hemmt im 
allgemeinen fermentative Reaktionen nicht. — * Michaelis u. Rona, diese 
Zeitschr. 60, 62, 1914. 
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Relative 
Versuch rn nt : a A= : 
Nr. [A] = [C) “D “D 
1 0,5 0,026° 0,044° 0,41 
2 1 0,053 0,080 0,34 
3 2 0,090 0,155 0,42 
4 4 0,103 0,150 0,31 
5 8 0,120 0,190 0,37 
Mittelwert: 037 


Zusammentassende Betrachtung des Oxynitrileseproblems. 


Das Oxynitrileseproblem kann durch die in dieser und in den 
vorhergehenden Abhandlungen gewonnenen Ergebnisse in den wesent- 
lichen Punkten als geklart gelten. Man kann nun versuchen, aus den 
Ergebnissen eine Vorstellung iiber die reaktionsfahige Gruppe (bzw. 
Gruppen) des Fermentmolekiils herzuleiten. Dabei hat man sich jedoch 
dariiber klar zu sein, daB man keineswegs mehr als eine Arbeitshypothese 
gewinnt. 


Fir die Bildung der Zwischenverbindung FA, kommt nur eine 
chemische Bindung in Frage, nicht etwa eine Bindung durch adsorptive 
Krafte, denn die adsorptive Bindung jeweils zweier Aldehydmolekiile 
an die Oberflache des Ferments ist ohne Zuhilfenahme unwahrschein- 
licher Hilfshypothesen unméglich!. Die Annahme, daB das Oxynitrilese- 
molekiil zwei Aminogruppen? besitzt, liegt am nichsten. Mit diesen 
Aminogruppen reagieren zwei Aldehydmolekile unter Bildung eines 
Iminoalkohols 8: 

H 


| 
NH—C—R 


| 
NE / OH 


. 2 wat’ ae 
| 
‘NH—C—R 
| 
OH 


1 Vgl. den gleichen Gedankengang iiber die Zwischenverbindungen 
der Katalase FS, und FS,. H. Albers, Zeitschr. f. physiol. Chem. 218, 
127, 1933. — ? Vgi. dazu G@. Bredig und F. Gerstner, diese Zeitschr. 250, 414. 
1932. — * H.v. Euler u. Brunius nehmen fiir die Kondensationsprodukte aus 
Glucose und Glykokoll ebenfalls die Bildung einer Iminoalkoholgruppe an 
(Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 59, 1581, 1926). Fiir die Bildung einer Ver- 
bindung zwischen einer angenommenen CO-Gruppe ihrer Peptidasen und 
einer Aminosidure als Substrat nehmen Waldschmidt-Leitz u. Balls die 
Bildung Schiffscher Basen an (ebenda 64, 45, 1931: vgl. Balls u. Kéhler. 
ebenda 64, 34, 1931). 


4* 
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Der entstandene Iminoalkohol F A, reagiert mit Blausaure : 


H.. ON 
H 
| 
NH... C—R 
/ i H 
OH : 
F H = Fave + 2k—C—ON (2) 
NH, 
| OH 
NH ...C—R 
OH 
Bi. Ko 


Wegen seiner Ahnlichkeit mit einer Hydrolyse ist dieser Vorgang als 
,, Hydrocyanolyse** zu bezeichnen. Fraglich bleibt, ob der Vorgang (1) 
oder der Vorgang (2) asymmetrisch verlauft. Der Vorgang (1) liefert 
einen Iminoalkohol, der dem Oxynitril in seinem Bau schon nahe ver- 
wandt ist. Es ist anzunehmen, da8 bereits der Iminoalkohol in asvmme- 
trischer Synthese entsteht. Dann wiirde diese Synthese in Parallele 
stehen zu Emil Fischers Synthesen von Cyanhydrinen einfacher Zucker!, 
Synthesen, die zu der Aussage fiihrten, daB bei einmal vorhandener 
Asymmetrie auch der weitere Aufbau asymmetrisch erfolge, ein 
aktives C-Atom gebiert ein neues". 

Wahrscheinlich lagert sich im Vorgang (2) die Blausdiure zunachst 
salzartig an FA, an unter Bildung von [FA,]C,. Dann tritt Hydro- 
cyanolyse ein unter Riickbildung des Fermentmolekiils. 

An FA, werden bei einem gewissen AldehydiiberschuB zwei weitere 
Aldehydmolekiile angelagert: 


H 
: —_" =. , CH(OH)R 
, ++» —NH—C—R + R—CHO =. “'-NSGH(OH)R 
OH 


Die Verbindung [FA,] A, vermag wegen der Haufung der Phenyl- 
gruppen keine Blausiure mehr anzulagern. 

Man kann die gefundenen Ferment-Substratverbindungen aber 
auch als Koordinationsverbindungen auffassen, in denen das Ferment- 
molekiil selber das Koordinationszentrum darstellt. Sie sind dann den 
Molekiilverbindungen an die Seite zu stellen, die sich etwa zwischen 
den Fettsiuren und den Choleinsauren bilden, und von denen Rhein- 
boldt® fand, daB sich bis zu acht Molekiile der Choleinséure mit einem 
Molekiil der Fettséure vereinigen. 


' Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 27, 3230, 1894. — * Liebigs Ann. 451, 
256, 1926; 473, 249. 1929. 
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Eine Entscheidung zwischen den beiden Auffassungen, ob echte 
Verbindung, ob Molekilverbindung, ist vorerst nicht méglich. 

Der Vergleich der fermentativen Oxynitrilsynthese mit anderen 
fermentativen Synthesen léBt den SchluB zu, daB es nach den heute 
vorliegenden Forschungen ein allgemeines Prinzip fermentativer Syn- 
thesen zu sein scheint, daB das Fermentmolekiil beide an der Synthese 
beteiligten Substrate bindet!. So fand K. Josephson? fiir die fermen- 
tative Synthese von Glucosiden, daB die Affinitaét der p-Glucosidase 
des Emulsins zum Zuckeranteil betrachtlich gréBer ist als die Affinitat 
zum aliphatischen Alkohol. Auch fiir die Esterasen hat man eine 
Affinitaét sowohl zum Alkohol als auch zur Saéure anzunehmen. 


Versuchsteil. 

Die Versuche sind mit dem gleichen Fermentprdparat nach der Normal- 
vorschrift der 3. Mitteilung angesetzt, ihre Ergebnisse sind in den folgenden 
Kurvenbildern zusammengestellt. Siamtliche Versuche sind wiederholt 
und mit gleichem Ergebnis reproduziert. Die Drehungen wurden im 2-dm- 
Rohr beobachtet, die Titrationen der noch ungebundenen Blausaure zur 
Beurteilung der Gesamtsynthese wurden nach Volhard durchgefiihrt *. 

Die aus den Drehungskurven gewonnenen Werte fiir die Anfangs- 
geschwindigkeiten x), sind in einer Tabelle zusammengestellt. Die Tabelle gibt 
auch AuftschluB tiber Pufferung und Substratkonzentrationen der Versuche. 


Zusammenstellung der Anfangsgeschwindigkeiten x. 





Relative Konzentration 


Versuch Pu ah, (2dm) 
A ( 
M1 5.50 05 4 -L 0.0289 
2 0,8 + 0,037 
3 1,33 + 0,048 
4 2 + 0,058 
5 4 + 0,043 
6 8 + 0,048 
f 12 + 0,053 


' Das Prinzip gilt auch fiir Fermente mit Zwei-Substratsystemen. 
die gemeinhin nicht zu den synthetisierenden Fermenten gerechnet werden: 
das Peroxydase-Akzeptor-H,O,-System (P.J.G. Mann, Biochem. J. 25, 
918, 1931; vgl. Willstdtter u. Weber, Liebigs Ann. 449, 175, 1926), das System 
der Xanthin-Oxydase, z.B. Xanthin-Methylenblau-Oxydase (Dixon u. 
Thurlow, Biochem. J. 18, 976, 1924; vgl. B. Woolf, ebenda 25, 342, 1930: 
28, 472, 1929; Bertho, Liebigs Ann. 474, 1, 1929) und schlieBlich das Saccha- 
rase-Glucose-h-Fructosesystem (Oparin u. Kurssanow, diese Zeitschr. 239. 
16, 1931). Auch aus den Arbeiten H. Wielands iiber die Dehydrasen geht 
eine Spezifitat des Akzeptormolekiils, also seine Bindung an das Ferment, 
hervor (Ergebn. d. Physiol. 1922, 8. 505). — * Zeitschr. f. physiol. Chem. 
147, 1, 155, 1925. — 3 Vgl. I. Mitteilung, S. 51. 








4 H. Albers u. H. Albrecht: 














Zusammenstellung der Anfangsgeschwindigkeiten ge). 
(Fortsetzung.) 
k 
Relative Konzentration R 
Versuch Pu es we yy (2dm) 
[A] {C] 
N 1 5,50 0,5 1 + 0,048 
2 1 | + 0,080 
3 2 + 0,090 
4 + 0,065 
) § + 0,085 
01 5.50 4 0,5 | + 0,031° 
2 0,8 |  +0,088 
8 1,33 I + 0,050 
4 1,67 + 0,048 
5 2 + 0,048 
6 2,67 + 0,043 
7 4 + 0,043 
8 8 + 0,059 
9 12 + 0,095 
Py 5,50 1 0,5 + 0,049° 
2 + 0,080 
3 2 + 0,104 
4 4 + O11 
5 8 + 0,119 
K 1 5.50 0,5 0,5 + 0,015° 
2 0,8 0,8 + 0,021 
Ce 1,33 1,33 + 0,035 
4 1,67 1,67 + 0,040 
5 2 2 + 0,045 
6 2,67 2,67 + 0,040 
7 4 4 + 0,043 
8 s 8 + 0,059 
9 12 12 + 0,070 
Li 5,50 0,5 0,5 + 0,044° 
9 1 1 + 0,080 
3 2 2 + 0,155 
4 + 4 +- 0,150 
5 8 8 + 0,190 


Die Versuchsreihen N, P und L sind mit der 3'/,fachen Fermentmenge 
der Versuchsreihen M, O und K (relative Fermentmenge = 1) angesetzt. 








enge 
etzt. 








~t 
wt 


Oxynitrilese des Emulsins. V. 


Zusammenstellung der Versuchsergebnisse in Kurvenbildern. 
Versuchsreihen M, N. 
Gewinnung einer Aktivitaéts-p,-Kurve. Die Blausiuremenge bleibt 
konstant, die Aldehvdmenge wird verandert. 
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Abb. 6. 
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Abb. 7. 


Versuchsreihen O, P. 


Gewinnung einer Aktivitéts-p,-Kurve. Die Aldehydmenge bleibt 


konstant, die Blausiuremenge wird verandert. 
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Abb. 9. 
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Abb. 11. 
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Abb. 12. 
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Versuchsreithen Kk, L. 


Gleichzeitige Veranderung der in aquivalenten Mengen vorhandenen 
Mengen Aldehyd und Blausaure. 
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Abb. 15. 
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Abb. 17. 


Die Versuche L 2a und L 3a sind wie die Versuche L 2 und L 3, aber 
ohne Ferment, angesetzt. Sie bestétigen das Ergebnis der I. Mitteilung 
(a. a. O.). 
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Versuchsrethe Q. 
Hemmung der asymmetrischen Synthese durch Zugabe von Pheno! 
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Abb. 19. 


Zusammenfassung der Ergebnisse. 


Durch die gewonnenen Tatsachen und deren Auswertung kann di 
durch die (+)-Oxynitrilese des Emulsins beschleunigte asymmetrischi 


Synthese des Mandelsdurenitrils aus Benzaldehyd und Blauséure in 
den wesentlichen Punkten als geklart gelten. 


Voraussetzung fiir diese Klarung war die Herstellung von méglichs' 
reinen und méglichst haltbaren Oxynitrilesepraparaten. Hierfiir wurde 
eine Methode ausgearbeitet. 
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1. Die fermentative Synthese des (+-)-Mandelsdurenitrils unter 
Mithilfe der Oxynitrilese ist wie die nichtfermentative Synthese des 
racemischen Mandelsaurenitrils in alkoholisch-wasseriger Lésung eine 
dimolekulare Reaktion. 

2. Die Anfangsgeschwindigkeit der asymmetrischen Synthese ist 
proportional der Fermentmenge. Zur Kennzeichnung des Ferments 
(+)-Oxynitrilese in einem Praparat dienen als MaBe ,,Oxynitrilese- 
einheiten** (OxE) und Oxynitrilesewerte’* (OxW): jene werden gewonnen 
durch Messung der nach 5 Minuten abgelesenen Drehung unter festge- 
setzten, den ,,normalen*’ Bedingungen: diese sind gegeben durch die 
Anzahl der Oxynitrileseeinheiten je Milligramm Fermenttrockenpraparat. 

%. Fir die Abhangigkeit der Fermentwirkung von der Wasser- 
stoffionenkonzentration ergibt sich eine Aktivitaéts-py-Kurve mit dret 
Maxima. Auf diese Abhaingigkeit sind ohne EinfluB die Begleitstoffe 
der Oxynitrilese. Die grundlegenden Dissoziationsverhaltnisse der 
Ferment-Substratverbindungen bleiben unabhangig von der Konzen- 
tration sowohl der Wasserstoffionen als auch der beiden Substrate. 

4. Die drei py-Optima der Fermentwirkung kénnte man verschie- 
denen Fermenten des Emulsins zuschreiben. Da aber der Verlauf der 
Aktivitats-pu-Kurven fur verschiedene Emulsinpraparate prinzipiell der 
namliche ist, so wirkt nur ein einziges Ferment, die (-+-)-Oxynitrilese. 

5. Aus Messungen von Absorptionsbanden des Ultraviolettspek- 
trums wird geschlossen: 

a) In 50%igem Athanol als Loésungsmittel liegt der Benzaldehyd 
als ein Gemenge von Aldehyd, Orthoaldehyd und Acetal vor. 

b) Die Menge an Aldehyd ist abhangig von der Wasserstoffionen- 
konzentration. Sie hat auffalligerweise drei Maxima, namlich bei 
pu = 5,35, 6,0 und 6.5. 

c) Nun zeigt jene Aktivitats-py-Kurve drei Maxima bei fast den 
gleichen py-Werten. Demnach sind die beiden Reihen der Maxima 
in ihrem Ursprung identisch: In gleicher Weise wie in den reinen 
Lésungen von Benzaldehyd ist auch in den Ferment-Substratlésungen 
der unveranderte, also die Carbonylgruppe enthaltende Anteil des zu- 
gesetzten Benzaldehyds abhangig von der Wasserstoffionenkonzentration. 

Daraus folgt, daB bei der Bildung der Zwischenverbindung 


F+2A= FA, 


die Menge von FA, abhangig ist von dem wechselnden Anteil an un- 
verandertem Aldehyd. 

d) Aus den mit Oxynitrileselésungen gewonnenen Absorptions- 
kurven folgt, da der Benzaldehyd ein hartnackiger Begleiter der 
Oxynitrilese ist, und daB er offenbar durch Affinitatskrafte festgehalten 
wird. 
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6. Fiir die Abhangigkeit der Fermentwirkung von der Konzentratic: 
an Benzaldehyd und an Blauséure werden Aktivitaéts-p.-Kurven aut- 
gestellt. 

7. Aus den Aktivitats-p,-Kurven ergibt sich, daB sowohl der Ben- 
zaldehyd (A) als auch die Blauséure (C) mit dem Ferment (F) Ver- 
bindungen bilden: 

Zwei Molekiile Benzaldehyd vereinigen sich mit dem Ferment 
molekiil zu einer reaktionsfihigen Zwischenverbindung FA,. Uber sic 
verliuft die Hauptreaktion. Von einem gewissen Aldehydiiberschu)} 
an entsteht eine weitere Ferment-Aldehydverbindung, wahrscheinlic) 
[FA,] Aj. Sie ist wahrscheinlich reaktionsunfdhig. Sie enthalt den 
zusaitzlich gebundenen Aldehyd in lockerer Bindung. Daher vermag dic 
Blauséure mit diesem locker gebundenen Aldehyd um das Ferment zu 
konkurrieren: Es entsteht eine reaktionsfahige Zwischenverbinduny 
[FA,] C,. Liegt die Blausaure in groBer Konzentration vor, so entsteht 
eine reaktionsunfihige oder reaktionstrage Verbindung aus Ferment uni 
Blausture, wahrscheinlich [FC,] C,. Sie stellt das Analogon jener Ver- 
bindung [F A,] A, dar: die zusatzlich gebundene Blausaure ist locker 
gebunden und kann durch Aldehyd ersetzt werden. Es entsteht eine 
reaktionsfihige Verbindung, wahrscheinlich [FC,] A,. Die Affinitat der 
Blauséure zum Ferment ist wesentlich geringer als die des Aldehyds 
zum Ferment. 


8. Phenol hemmt die fermentative Synthese, ohne mit den Sub- 
straten um die reaktionsfahige Gruppe (Gruppen) des Ferments zu 
konkurrieren. 


9. Als Hypothese fiir die Bildung jener Zwischenverbindungen 
wird die Anwesenheit von zwei Aminogruppen im Molekiil der Oxynitri- 
lese angenommen. 
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Physikalisch-chemische Untersuchungen 
iiber den kolloidalen Zustand von Cholesterin, 
Cholesterinester und Lecithin. 


IX. Mitteilung: 
Uber die Natur der Cholesterinkatalyse. 
Von 
Igor Remesow. 
(Aus der Abteilung fiir physikalische Chemie und Elektrochemie des Staat- 
lichen Instituts fiir experimentelle Medizin der U.S.S.R. in Leningrad.) 


(Eingegangen am 5, Dezember 1933.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Bei der naheren Betrachtung der katalytischen Eigenschaften von 
kolloidalem Cholesterin (vgl. VI., VII., VIII. Mitteilung) ergab sich die 
Frage nach der Natur der durch Cholesterin bewirkten Katalyse, und 
zwar, ob es sich hier um eine Katalyse mittels eines Katalysators wahrer 
organischer Natur (Cholesterin) handelt, oder ob wir es hier mit der ge- 
wohnlichen Eisenkatalyse, mit dem bekannten Warburgschen System 
zu tun haben. Die vorliegende Untersuchung bezweckte, Klarheit in 
diese Frage zu bringen. Es wurde vor allem die Wirkung von Cyaniden 
(HCN) und einigen Schwermetallen auf den Verlauf der katalytischen 
Cholesterinreaktion untersucht. AufSerdem wurden Versuche mit 
einigen gesdttigten Cholesterinderivaten angestellt. Diese Versuche 
beriihrten gewissermaBen die Frage nach der Bedeutung rein chemischer 
Faktoren bzw. des chemischen Zustandes des Cholesterinmolekiils fiir 
den Eintritt katalytischer Reaktionen des Cholesterins. 

Fiir die Versuche wurden die Praparate des kolloidalen Cholesterins 
der Firma von Heyden und die Cholesterinsole von Remesow verwendet. 

HCN wurde durch Neutralisation von KCN-Lésungen (Merck) mit 
n Salzsiure gegen Lackmus erhalten. Quecksilber wurde abdestilliert nach 
Rohn, iibrige Quecksilberpriiparate (Sublimat, Hg-Nitrat) wurden ebenso 
wie UrO,(NO,), der Firma Kahlbaum-Schering ohne Umbkristallisation 
genommen. 

Folgende Cholesteride wurden als gesattigte Cholesterinderivate dar- 
gestellt und in den Solzustand iibergefiihrt: 

Cholesterindibromid (dargestellt nach Windaus' und nach Lifschtitz*). 
Doppelt aus heiBem Alkohol umkristallisiert. Schmelzpunkt 94 und 114°. 

Dihydrocholesterin (8-Cholestanol) wurde nach Willstdtter und Haff* 
aus einer atherischen Cholesterinlésung erhalten. Umkristallisiert aus 


' Windaus, Ber. 39, 518, 1906; Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 
109, 183, 1920. — ? Lifschiitz, ebenda 114, 286, 1921. — % Willstdtter u. 
Haff, Ber. 45, 1472, 1912. 
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70°,igem Alkohol, bis der Schmelzpunkt = 142,4° erreicht war. Aopro 
sterin wurde durch Atherextraktion aus menschlichem Kot erhalten. Um 
kristallisiert bis Schmelzpunkt 98,7°. 

Die Sole dieser Substanzen waren schwer herstelibar und erwieser 
sich sehr unstabil und schwach konzentriert (etwa 0,5 bis 0,6°,,). 

In allen Fallen wurde als Lésungsmittel CO,-freies Leitfahigkeits 
wasser verwendet. 

Der Versuchsgang in allen hier ausgefiihrten Versuchen war dem i: 
friiheren Mitteilungen (VI bis VIII) vollkommen identisch. 


Die angestellten Versuche lassen sich in zwei Gruppen teilen 
Eine Versuchsserie bezweckte, die Spezifitat der Cholesterinkatalys« 
durch Ausschaltung der méglichen 
Rolle von Eisenspuren festzustellen. 
Eine andere Gruppe der Versuche er- 
gibt Material fiir die Erérterung des 
Mechanismus dieser Katalyse in bezug 
auf den Katalysator selbst. 


%0mm 


VQ, com korr: 
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Die erhaltenen Ergebnisse det 
ersten Versuchsserie sind in der Tabelle | 
angegeben. Diese fiihren ohne weiteres 
zum SchluB, daB die meisten kataly- 
tischen Reaktionen, welche Cholesterin 
bewirkt, cyanunempfindlich sind. Eine 
eigenartige Erscheinung kann man aber 
dabei feststellen: bei héheren HCN- 
Konzentrationen wird die katalytische 
t me nl pies saa: Reaktion mittels kolloidalen Chole- 
He sterins etwas gehemmt oder beeinflubt. 


was bei mittleren und niedrigen HCN- 











a 0 & 1 Konzentrationen nicht beobachtet 
mane werden konnte. Besonders klar ist 
shasatasilinadea epheeneinitaiilabid diese Erscheinung bei katalytische: 
ohne HCN-Zusatz. (). + = Zusatz von Hydroperoxydzerlegung durch Chole- 
m/2000 bis m/20 H C N-Lésungen. sterinsole ausgepragt, welchen HCN 
verschiedener Konzentration zugegeben 
war. Die dabei erhaltenen kinetischen Kurven (Abb. 1) zeigen, dai 
diese HCN-hemmende Wirkung sich von m 10 und héher (in meinen 
Versuchen bis m/l) auBerte, bei kleinerem HCN-Gehalt laBt sich 
keine HCN-Wirkung mehr feststellen. 


Bei naherer Erérterung dieser Erscheinung gelang es, eine Er- 
klarung durch folgenden Versuch zu erhalten: Es wurden dieselben 
Cholesterinsole unter denselben py-Bedingungen, mit denselben HCN- 
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Lésungen in einer Reihe Reagensglaiser vermischt und etwa 1 Stunde 
stehen gelassen. Es trat dabei eine Solkoagulation ein, welche durch 
folgende Reihe ausgedriickt werden kann: 


HCN-Konzentration: m/2000 m/200 m/20.m/10 m/5 m/1 
Solflockung : keine keine keine keine Opaleszenz Flockung 


Diese Ergebnisse kann man, wie mir scheint, folgendermaBen 
beurteilen: die hemmende Wirkung gréBerer Blausiurekonzentrationen 
auf die katalytischen Cholesterinreaktionen ist keine spezifische, sondern 
muB auf den koagulierenden Einflu8 von CN’-Ionen zuriickgefiihrt 


Tabelle [. 





Molekular- Cholesterinsole 
disperses Chole- von Remesow 


Konsentration sterin in Chloroform und Heyden 


des Paralysators 


—— Bemerkungen 
Reaktion Reaktion 


Reaktion Reaktion 


mit mit «- 3- mit mit «- 3- 
Diaminen Naphthol Diaminen Naphthol 


m/2000 HCN. 
m/200 sy, 
m/20 o 
m/10 

m/5 rigid 
m/1 Pe 


m/16 384 Ur Og.(N Os)o 
m/8192 s 
m/4096 i 
m/2048 e 
m/1024 . 
m/512 ‘ 
m/100 Hg Cl, . 
m/10 Hg (N Oz3)2 
m/5 a 

m/2 i 

m/1 


Hg-Metall . 


+ Positive Reaktion mit 

bezeichnet; nega- 
tive mit — und 
atypische Reaktion 
als > 


b+ +++ 


Griinlich, nach 24 Std. 
wieder blau 


bA+ttet+ +44444 


+ ++++4++4+ 
[HH HEHE 


-4- 
hf 


HHH 
| +H 


| 
H- H- He H- 


f 


-f- 
-4- 


werden. Man kann wohl annehmen, da8 in diesen Versuchen die HC N- 
Wirkung nicht im Sinne einer katalytischen Hemmung durch Ein- 
wirkung auf Fe -Ion betrachtet werden kann, sondern nur als eine 
unspezifische, in bestimmten Konzentrationen den Solzustand des 
Cholesterins stérende. Von diesem Standpunkt also ist die Cholesterin- 
katalyse cyanunempfindlich. Bei Beurteilung der Schwermetallwirkung 
auf diese Katalyse kann man ohne weiteres ein analoges Bild in der 
Wirkung des Uranions feststellen (Tabelle I). Hier sind die kleineren 
Urankonzentrationen wirkungslos, in konzentrierteren Lésungen aber 
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tritt eine Hemmung der Cholesterinkatalyse ein. Die Kontrolle de: 
Koagulationswerte ergab genau dieselben Ergebnisse wie im Falle de: 
HCN-Versuche. Die erhaltene Koagulationsreihe stimmt mit den Daten 
des Verlaufs der katalytischen Cholesterinreaktionen tiberein: 


Urankonzentration: m/16384 m/8192. m/4096 m/2048 m/1024 m/512 


Solflockung: keine keine Triibung Flockung starke © stark 


Man kann also behaupten, daB es sich in diesen beiden Fallen um 
einen und denselben Mechanismus handelt. Ein abweichendes Bild 
zeigen die Versuche mit Quecksilber. Schon Spuren von metal- 
lischem Quecksilber veraéndern und 
hemmen stark den Verlauf der kine- 
tischen Kurven der H, O, - Zerlegung 
durch Cholesterinsole (Abb. 2). Dabei 
wirkt Hg bei den Oxydoreaktionen des 
Cholesterins nicht. Bei diesen Reaktionen 
(Tabelle I) erwiesen nur die léslichen 
Hg-Salze eine stark vergiftende Wirkung, 
metallisches Quecksilber verursachte, wie 
gesagt, keine Hemmung. 











Das Hg-lon erscheint also im vor- 
liegenden Falle als ein Faktor, welcher 
die Katalyse verhindert bzw.  vergiftet. 
Hier kann man schon nicht mehr von 
einem koagulierenden EinfluB sprechen. 
0° Re 1 SR soweit diese Wirkung wahrend einer mikro- 
heterogenen Katalyse durch metallisches 
Quecksilber besonders scharf ausgepragt 
o 0 0 %0 war. Es ist aber notig, nicht auBer 

Minate acht zu lassen, daB das Quecksilber eine 
isossamamidinial solche vergiftende Wirkung auch bei allen 
auf H,0,-Zerlegung durch Cho- bekannten red-oxy-katalytischen Vor- 
ee A Kontrolikurye gangen an  Piatinoberflachen ausiibt. 
und m/512-Molkonzentrationvon Naheres tiber den Mechanismus dieser 
ps pmo scarct Hg-Wirkung 1a8t sich bis jetzt nicht 
Quecksilber. sagen. Aus diesem Vergleich folgt aber, 
daB in beiden Fallen médglicherweise 
derselbe Mechanismus zugrunde liegt. Demnach ware anzunehmen, 
daB die beobachtete Cholesterinkatalyse eine Art der Oxydationskata- 
lyse darstellt. 








y 














In der zweiten Gruppe der Versuche mit den gesdttigten Cholesterin- 
derivaten sollte das katalytische Vermégen dieser Substanzen, im 
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Tabelle LI. 





In molekulardisper- In kolloidalem 
sem Zustande Zustande 
|, Reaktion Reaktion  Reaktion | Reaktion Bemerkenges 
mit mit @- 3- mit mit @- p- 
Diaminen Naphthol | Diaminen Naphthol 





Cholesterinderivate 


Cholesterindibromid . | negativ  negativ | negativ negatiy Nach 2 Std. 
Cholesterindibromid 

nach Windaus . . . - atypisch 
Dihydrocholesterin = A > 
Koprosterin (aus Fazes) atypisch 


leichte blaue 
Farbe 


negativ 


” 


Vergleich mit reinem Cholesterin, verfolgt werden. In Tabelle I sind 
die Ergebnisse dieser Versuche angegeben. 


Aus diesen Daten kann man schlieBen, daB die gesdttigten Chole- 
sterinderivate (Dibromide, f-Cholestanol und Koprosterin) weder im 
molekularen noch im kolloidalen Zustande katalytische Eigenschaften 
zeigen. Die angestellten Reaktionen fielen negativ aus. Ebenfalls 
konnte keine katalytische Wasserstoffsuperoxydzerlegung durch die 
Sole dieser Substanzen beobachtet werden. Nur 
bei Verwendung der Koprosterinsole lieB sich 
jedesmal eine gewisse Andeutung auf die H,0,- 
Zerlegung feststellen. Besonders reproduzier- 
bare Daten konnte man bei der Badtemperatur 
von 26 bis 30°C erhalten. Abb. 3 veranschau- 
licht die erhaltene Spaltungskurve. Uber irgend 
eine GesetzmaBigkeit ist natiirlich schwer zu 
urteilen, aber der allgemeine Gang ahnelt dem 
monomolekularen Verlauf bei sehr niedrigem 
H,0,-Umsataz. py 

Diese H,O,-Zerlegung wire, wenn auch in Abb. 3. 
sehr geringem MaBe, doch schwer dem Kopro- Keprostertn-Selversnche. 
sterin zuzuschreiben. Ich bin geneigt anzu- 
nehmen, daB das erhaltene Koprosterinpraparat, welches aus Fizes 
erhalten wurde, chemisch nicht ganz frei von méglichen Beimischungen 
und von seinen Isomeren war. Die endgiiltige Entscheidung wird nur 
auf Grund von Versuchen mit synthetisch gewonnenem reinen Kopro- 
sterin (durch Cholesterinreduktion bzw. von f-Cholestanol ausgehend) 
erbracht werden kénnen. Diese Versuche sind in Angriff genommen. 


760mm 
ccm korn 


YQ, 








Zusammenfassung. 
Die ausgefiihrten Versuche erlauben, gewisse SchluBfolgerungen hin- 
sichtlich der Natur der Katalyse, welche von Cholesterin bewirkt wird, zu 
ziehen. Die Cholesterinkatalyse ist cyanunempfindlich, eine katalytische 
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Kisenwirkung erscheint also ausgeschlossen. Damit wird die Annahme 
bestatigt, daB diese Katalyse ,,peroxydatische‘ Natur hat und durch einen 
spezifischen organischen Katalysator — das Cholesterin — bewirkt wird 
Die katalytische Rolle des Cholesterins steht also auBer Zweifel. Anderer- 
seits laBt die vergiftende Wirkung von Hg-Ionen annehmen, da8 diese 
Katalyse den sogenannten ,,Oxrydationskatalysen** sehr nahesteht und 
vielleicht eine Art derselben darstellt. Den gesattigten Cholesterin- 
derivaten fehlen die katalytischen Eigenschaften vollstandig. Das 
eigentiimliche Verhalten von Koprosterin bedarf noch einer weiteren 
Nachpriifung mit reinen Praéparaten dieser Verbindung. Jedenfalls 
scheint es, da8 zum Hervortreten der katalytischen Fahigkeiten bei 
Sterinen eine ungesdttigte oder peroxydartige Gruppierung in dem Chole- 
sterinmolekiil vorhanden sein muB. In dieser Beziehung sind natiirlich 
noch weitere Versuche mit anderen gesattigten und ungesattigten 
Cholesterinderivaten notwendig. 
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Uber das Verhalten des Systems Aminosiure-Aldehyd 
gegeniiber mit Sauerstoff geschiittelter Hefe. 


Von 
Fritz Lieben und Vietor Getreuer. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat in Wien.) 


(Eingegangen am 23. Januar 1934.) 


Im vergangenen Jahre haben wir es sehr wahrscheinlich machen 
kénnen!, daB ein zuerst von Haehn? beschriebenes System, bestehend 
aus einer Aminosaure, einem Aldehyd und einem Wasserstoffakzeptor, 
die Hydrierung des Akzeptors in der Weise vollzieht, daB der Amino- 
kérper und der Aldehyd zu einer Art Schiffschen Base zusammentreten 
und diese dann, etwa durch Wasseraufnahme an der doppelten Bindung 
mit darauffolgender Wasserstoffabspaltung, an den Akzeptor Wasser- 
stoff anlagert. Zur Stiitzung dieser Annahme wurde u. a. gezeigt, daB 
eine synthetisch bereitete Schiffsche Base unter denselben Versuchs- 
bedingungen den Akzeptor Methylenblau ohne weiteren Zusatz zu 
hydrieren vermag. Da nun die Méglichkeit eines Zusammenwirkens 
von Aminosduren und Aldehyden in der lebenden Substanz sicher sehr 
haufig gegeben ist, waren wir in der Folge bemiiht, Versuchsanordnungen 
zu finden, bei denen ein solches Zusammenwirken den Reaktionsverlauf 
bei Anwendung jeder einzelnen Komponente fiir sich wesentlich und in 
deutlich nachweisbarer Art modifizieren muBte. 


I. 


Eine geeignete Versuchsanordnung schien uns herstellbar mit 
Hilfe einer Apparatur, mit der seinerzeit Fiirth und Lieben*, sowie 
mehrere andere Mitarbeiter Fiirths das Verhalten physiologisch inter- 
essanter Stoffe gegeniiber mit O, geschiittelter Hefe untersucht hatten. 
Der eine von uns hatte damals einige Aminoséuren* sowie den Acet- 
aldehyd® untersucht. Es ergab sich, da8 die Aminosauren keinerlei 
eigene CO,-Entwicklung zeigen, wohl aber einen — nicht sehr be- 
deutenden — Aufbau zur Hefeleibessubstanz vollziehen, wahrend 
(z. B. bei Glykokoll und Alanin) Mengen von 70 bis 80°, unverandert 
im Hefefiltrat zuriickbleiben. Beim Acetaldehyd zeigte sich eine gering- 


1 F. Lieben u. V. Getrewer, diese Zeitschr. 252, 420, 1932. — 2 H. Haehn, 
vgl. Chem. Centralbl. 1924, I, 2784; 1925, I, 1213; weitere Literatur s. 
unter 1. — * O.Fiirth u. F. Lieben, diese Zeitschr. 128, 144, 1922; 182, 165, 
1922. — 4 F. Lieben, ebenda 132. 180, 1922. — 5 Derselbe, ebenda 135, 
240, 1923. 
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fugige eigene CO,-Entwicklung, ein Aufbau zu Hefesubstanz war aber 
nicht feststellbar. 


Wir brachten nun ein Gemisch von Glykokoll und Acetaldehyd 
zur Anwendung, und zwar zunachst ungefahr im Molarverhaltnis 1 : | 


Versuchsanordnung. Kolben A: 50g Hefe (Mauthnersche PreBhete), 
2 g Glykokoll, 1,18 g Acetaldehyd (Aerck), 500 cem Leitungswasser werden 
unter Durchleiten von O, aus einer Bombe geschiittelt; die CO, wird in 
drei Vorlagen mit 500, 200, 100 cem n/5 Ba(OQH),.-Lésung aufgefangen. 
Kolben B: dasselbe ohne Glykokoll oder ohne Aldehyd. Die Dauer saémtliche: 
Versuche betrug 8 bis 9 Stunden. 


Das wesentliche Ergebnis der so ausgefiihrten Versuche war nun. 
daB 1. das Gemisch Glykokoll-Aldehyd-Hefe bei O,-Schiittelung mehr 
CO, produziert als die gleiche Menge Aldehyd und Hefe unter denselben 
Versuchsbedingungen allein; 2. daB das erwaihnte Gemisch eine deutlich 
stdirkere Vermehrung des Trockenriickstandes der Hefesubstanz aufweist. 
als dies in einem analogen Ansatz mit der gleichen Menge Glykokoll 
und Hefe allein erfolgte. Da nun, wie wir neuerdings feststellten, weder 
Glykokoll allein eine CO,-Entwicklung noch Aldehyd allein eine Er- 
héhung der Hefetrockensubstanz bewirkt, muBten die beiden geschilderten 
Effekte auf dem Zusammenwirken beider Komponenten beruhen. 


Bei dem oben angegebenen molaren Verhaltnis 1:1 waren dic 
beiden Effekte ziemlich geringfiigig; trotzdem aber waren sie deutlich 
genug, so daB8 wir fiir das Zusammenwirken der beiden Komponenten 
zundchst die Annahme machten: der Aldehyd verbrennt in etwas 
héherem MaBe als allein, und mit der so verfiigbaren Energie wird das 
Glykokoll in héherem MaBe als allein zur Hefetrockensubstanz auf- 
gebaut; es ware dies eine Art Meyerhofscher ProzeB, bei dem aber das 
Energie liefernde und das aufgebaute Material verschiedene Stoffe sind 
War diese Annahme richtig, dann muBte einmal das Glykokoll fiir sich 
allein auch in Gegenwart des Aldehyds kein CO, liefern. Wir glauben. 
diese Méglichkeit ausschlieBen zu kénnen, da ein oxydativer Abbau 
von Glykokoll wohl nur in Verbindung mit der Entstehung von 
Ammoniak (oder allenfalls von fliichtigem Methylamin) méglich ist. 
Wird nun ein Ansatz wie oben nach Beendigung des Versuchs mit 
Na, CO, alkalisch gemacht und das Schiitteln unter Durchleiten von 
Sauerstoff noch durch etwa */, Stunden fortgesetzt, wobei wahrend 
der ganzen Versuchsdauer je 100 ccm n/10 H,SO, als Vorlage dienten. 
so zeigten sich auch nicht Spuren eines Ubergangs einer fliichtigen 
Base. Damit die erwahnte Annahme zutrifft, war weiter vorauszusetzen, 
daB die beiden beschriebenen Effekte gesteigert werden muBten, 1. durch: 
Erhéhung der Aldehydkonzentration, 2. aber durch Herabsetzung der 
Glykokollkonzentration; denn eine bestimmte Menge Aldehyd miiBte 
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von z. B. 1 g Glykokoll jedenfalls einen héheren Prozentsatz zur Hefe- 
substanz aufbauen kénnen als von 2g. Der erste Weg war nicht ohne 
weiteres gangbar, denn eine Erhéhung der Aldehydmenge konnte die 
Hefe schadigen und so die Erscheinungen verwischen. Dagegen gelang 
es in der Tat, den Effekt bedeutend zu steigern, wenn man mit der 
Glykokollmenge auf 1 g herunterging. 


Versuchsanordnung. Kolben A: 1g Glykokoll, 1,18 g Aldehyd, 50g 
Hefe, 500 com Leitungswasser; Kolben B: dasselbe ohne Aldehyd. Schiitteln 
unter O,-Durchleiten wahrend 8 bis 9 Stunden. 

4ur Feststeliung des Aufbaues des Glykokolls zu Hefesubstanz wurden 
nicht nur die ausgewaschenen Trockenriickstande gewogen und die Gewichts- 
differenz ermittelt, sondern auch im Hefefiltrat der vorhandene Gesamt-N 
nach Kjeldahl und mehrfach auch der Amino-N nach Sérensen bestimmt. 
Es ergab sich meist eine befriedigende Ubereinstimmung der Werte. 

Ll. Beispiel: Differenz der Trockenriicksténde A—B 0,31 g; im Fil- 
trat A um 62 mg N mehr verschwunden als in B; mit dem Faktor 6,25 multi- 
pliziert entsprache dies 0,387 g Eiwei8; da aber Glykokoll allein natiirlich 
nicht Eiwei8 aufbauen kann, so ist fiir den vom Glykokoll bewirkten 
»Zubau“ richtiger der Faktor 5,36 (75: 14) zu benutzen; dann hat man: 
0,062 . 5,386 = 0,33 g. 

2. Differenz A—B = 0,35g; Differenz der Kjeldahl-Zahlen B—A: 
60 mg; 0,06 . 5,36 = 0,32 g. 1g Glykokoll enthalt 187mg N; es wurden 
also 32 bis 33%, des Glykokoll-N in Gegenwart des Aldehyds mehr auf- 
gebaut als in Abwesenheit desselben. 

3. Differenz der Kjeldahl-Werte B—A: 89,6 mg N; Differenz der Werte 
nach Sérensen: 86,8 mg N; es wurden in A 46,4 bis 47,9°,, des Glykokoll-N 
mehr aufgebaut. 

Ein solches Plus an Aufbau in dem Kolben mit dem Gemisch Glykokoll- 
Aldehyd war bei samtlichen Versuchen wahrzunehmen (der niedrigste Wert 
war 13°,, der héchste 70°). 

Um nun das Plus an entwickeltem CO, wahrzunehmen, muBte derselbe 
Ansatz, wie oben, in Kolben A mit der gleichen Menge Aldehyd allein in B 
verglichen werden. 

Versuchsanordnung. Kolben A: 1g Glykokoll, 1,18 g Aldehyd, 50g 
Hefe, 500 ccm Leitungswasser; Kolben B: dasselbe ohne  Glykokoll. 
O,-Schiittlung durch 8 bis 9 Stunden. 

Vorlagen mit je 500, 200, 100cem n/5 Barytlésung; in A: 500 cem 
n/5 CO, entwickelt, in B: 400 cem n/5 CO, entwickelt; Differenz 100 cem 
n/5 CO, d. h. 0,12 g C oder, da 1,18 g Acetaldehyd 0,64 g C enthalt, 18,7 °, 
des Aldehydkohlenstoffs; ein weiteres Beispiel ergab ein CQO,-Plus von 
21,7°, des Aldehyd-C. 


Wahrend nun, wie erwahnt, das nicht aufgebaute Glykokoll durch 
N- und Amino-N-Bestimmung im Hefefiltrat nachgewiesen werden 
kann, gelang es nicht, den nicht verbrannten Aldehyd daselbst — etwa 
durch Destillation nach Ripper — aufzufinden, und zwar war der Aldehyd 
verschwunden, unabhangig davon, ob Glykokoll auBerdem anwesend 
war oder nicht. Auch beim bloBen Stehen mit Hefe (ohne O,-Durch- 
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leiten und Schiitteln) verschwand ein betrachtlicher Teil von zugesetztem 
Aldehyd. (Von 1,18 bzw. 3,6 g CH,COH zu je 50 g Hefe und 500 ccm 
Wasser in geschlossener Flasche waren mehr als die Halfte nach Ripper 
nicht mehr nachweisbar.) Wir kénnen zur Zeit nicht angeben, was 
aus dem Aldehyd, dessen Verschwinden der eine von uns seinerzeit 
nicht wahrgenommen hatte!, bei unseren Versuchen geworden ist ; dariibe: 
sollen von uns weitere Untersuchungen angestellt werden?. 


Il. 


Um den Verlauf des eben geschilderten Vorgangs naher kennen- 
zulernen, war der doppelte Effekt nachzupriifen, wenn die eine ode: 
beide Komponenten durch andere Aminoverbindungen bzw. Aldehyde 
ersetzt werden. Die Auswahl der in Betracht kommenden Substanzen 
war allerdings hier eine bedeutend engere, im Vergleich zu dem friiher 
untersuchten Methylenblausystem. Es zeigte sich naimlich, daB nicht 
nur der Formaldehyd, sondern auch der im Methylenblausystem be- 
sonders wirksame ungesattigte Crotonaldehyd von der Hefe nicht in 
der obigen Art verbraucht werden, vielmehr in beiden Fallen die CQ,- 
Entwicklung auf das Niveau der ohne Zusatz geschiittelten Hefe herab- 
gedriickt wird. Wir blieben deshalb beim Acetaldehyd und versuchten 
das Glykokoll durch andere Aminokérper usw. zu ersetzen. Dabei 
erwiesen sich die untersuchten Amine (Methylamin, Athylamin und 
Colamin) als unwirksam, das Erstgenannte als ausgesprochen giftig. 
Unwirksam war auch, wie zu erwarten, der Harnstoff und — im Gegen- 
satz zu Versuchen am Methylenblausystem — der Glykokollathylester. 
Mit dem Asparagin erhielten wir ebenfalls keinen Effekt; wohl wurde 
der gréBte Teil der Substanz von der Hefe aufgenommen, doch war dic 
Gegenwart des Aldehyds bei diesem Vorgang ohne EinfluB. 

Es wurden iiber 50°, der verwendeten 1,5 g Asparagin aufgebaut. 
doch war dieser Aufbau in dem Ansatz Asparagin + Aldehyd nur um 
etwa 5% héher als in dem mit Asparagin allein. 

Die hier erwaihnten negativen Versuche sind deswegen von Belang. 
weil sie folgender — méglichen — Deutung unserer Resultate zu wider- 
sprechen scheinen: Das Vermégen, mehr Aldehyd zu verbrennen und 
mehr Leibessubstanz aufzubauen, riihrt einfach von der Fiitterung der 
Hefe mit einer geeigneten N-haltigen Nahrung her. Die Versuche mit 
Asparagin zeigen nun, daB der Effekt — erhéhte Aldehydverbrennung 
und erhéhter Aufbau der Aminoséure in dem gemischten Ansatz 
nicht einzutreten braucht, wenn man die Aminosdéure durch andere 
N-haltige Stoffe ersetzt, die an sich sehr wohl der Hefe zur Nahrung 


1 Diese Zeitschr. 185, 240, 1923. — 2 Es werden hier besonders di 
wichtigen Ergebnisse von Wieland (H. Wieland u. R. Sonderhoff, A. 49%. 
213, 1932) zu beriicksichtigen sein. 
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dienen kénnen. Dies spricht eben fiir eine spezifische Reaktion zwischen 
beiden Komponenten. 

Weitere Erfahrungen stiitzen diese Annahme. Wir untersuchten 
nunmehr andere Aminosaiuren. Dabei zeigte sich mit d, |-Alanin 
analog wie bei dem Versuch mit dem Methylenblausystem — kein 
Kffekt. Anders mit dem physiologischen optisch aktiven Alanin: 

a) A: lg d-Alanin, 1,18 g¢ Acetaldehyd, 50 g Hefe, 500 cem Leitungs- 
wasser; B: dasselbe ohne Aldehyd; O,-Schiittlung durch 8 Stunden 

Kjeldahl fir Kolben A... . . . . 13,66mg N 
% ” ae EE went clei ARs 
also in A mehr verschwunden, . . . . 62,78mg N 
| g d-Alanin enthalt 157 mg N; es wurden also etwa 40°, in Alanin-N in A 
mehr aufgebaut. 

b) A wie in a); B dasselbe ohne Alanin; Barytvorlagen wie in den 

obigen Versuchen: 
CO, Poe ee eee eos 8 eR ein ae OO. 
0 ED Oe ae ac ae - « « O,, njfsCO, 
72cem n/5 CO, 
d. h. 0,0864 g C oder 135,5°, des Aldehyd-C (im ganzen 0,64 g) in A mehr 
entwickelt. 

Wie in den Versuchen mit dem Methylenblausystem ergibt sich 
die schon von Haehn beobachtete und von uns (I. ¢.) bestatigte Tatsache 
auch bei dieser Versuchsanordnung, daB optisch aktive Verbindungen 
rascher reagieren als die entsprechenden nicht aktiven. Wir hatten 
ferner beim Methylenblausystem unter anderem die Erfahrung gemacht, 
daB das Vorhandensein einer Phenylgruppe in den Aminokérpern die Ent- 
farbung beschleunigt. Auch bei den Hefeschiittlungsversuchen ergab 
sich eine Analogie: Wir erhielten mit d,/-Phenylalanin (Roche) bei 
obiger Versuchsanordnung einen Mehraufbau in Kolben A von 29,7 %, 
des Phenylalanin-N und im CQ,-Versuch eine Mehrentwicklung von 
7,5% des Aldehyd-C. 

Im Gegensatz zu dieser Ubereinstimmung zeigte sich bei unseren 
Versuchen eine véllige Divergenz von der Reaktionsweise des Methylen- 
blausystems beim Prolin und beim Sarkosin. Prolin, das mit Aldehyd 
und Methylenblau reagiert hatte, lieferte bei unseren Hefeversuchen keinen 
Effekt, wihrend umgekehrt beim Sarkosin, das im Methylenblauversuch 
keine Entfarbung bewirkt hatte, ein Effekt auftrat, allerdings meist 
geringer als beim Glykokoll. Dagegen erwies sich Betain als giftig fiir 
die Hefe. 

Il. 

Die vorliegenden Erfahrungen, die noch weiter ausgebaut werden 

miissen, deuten darauf hin, daB hier eine spezifische von der Beschaffen- 
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heit beider Komponenten abhangige Reaktion vorliegt. Die Frag 
nach dem feineren Mechanismus der beiden geschilderten Effekt« 
(Plus an CO,-Entwicklung und Plus an Hefeaufbau durch die Amino 
siure in dem Ansatz. der beide Komponenten enthalt gegeniiber den 
Kontrollansétzen, die nur den Aldehyd bzw. nur die Aminosaure ent 
halten) kann auf Grund unserer bisherigen Versuche nicht mit Sicherheit 
beantwortet werden. Wir nehmen vorlaufig an, daB8 Aldehyd und Amino 
siure zunichst — zum Teil oder quantitativ — miteinander reagieren, 
daB diese intermediire Verbindung wieder zerfallt, wobei die Aldehyd- 
komponente einer erhéhten Verbrennung, die Aminosdiurekomponent: 
einem gesteigerten Aufbau zugefiihrt wird. Diese Vorginge sind, wie 
wir ferner glauben, nach Art der Meyerhofschen Kreisprozesse mit 
einander gekuppelt, nur wird hier die Energie zum Aufbau der einen 
Komponente durch die Verbrennung der anderen geliefert?. Es _ ist 
weiter die Frage, ob die eventuell gebildete intermediaére Verbindung, 
wie wir beim Methylenblausystem annahmen, eine Schiffsche Ver- 
bindung darstellt. Dafiir sprechen einige Analogien (Einflu8 der 
optischen Aktivitét, der Phenylgruppe), dagegen das abweichende 
Verhalten von Prolin und Sarkosin. Hier kénnte eine andere Art 
von Verbindung entstehen wie: 


cH CHAN: (CHa) - CH, COOH 
4 


NN. (CH,).CH, COOH ° 


Sarkosin reagiert bekanntlich auch nach Sérensen mit Formaldehyd. 
Eine Entscheidung ist zur Zeit nicht méglich, da, wie erwahnt, bei den 
vorliegenden Versuchen die Méglichkeiten, die Komponenten zu 
variieren, wegen der Empfindlichkeit der Hefe gegen z. B. ungesattigte 
Aldehyde einerseits, Amine und synthetische Schiffsche Verbindungen 
andererseits, sehr eng gezogen sind. Ist also der feinere Mechanismus 
nach dem Gesagten noch ungewiB, so glauben wir an der mehrfach 
erwahnten Deutung des Grundversuchs festhalten zu kénnen. Man 
kénnte dagegen einwenden, daB die Zunahme der Hefetrockensubstanz 
bzw. das Verschwinden von Amino-N im Hefefiltrat der Probe, die das 
Gemisch enthalt, lediglich auf einer durch die Anwesenheit von Aldehyd 


' 0,2g Aldehyd (etwa 20°, des in obigen Versuchen verwendeten 
Aldehyds) liefern bei der Verbrennung zu CO, und H,0O 1,27 Cal; um 0,5 ¢ 
Glykokoll (50°, des oben verwendeten Glykokolls) zu einer Peptidkette 
aufzubauen, d. h. Glykokoll in Glyeylglycin zu verwandeln, sind 0,0142 Cal 
erforderlich (bei Abspaltung von 2 Mol H,O pro Mol Glykokoll: 0,0284 Cal) 
also jedenfalls nur ein winziger Bruchteil der zur Verfiigung stehenden 
Energiemenge. Wir danken bestens Herrn Dozent Dr. Ph. Gross, der s: 
freundlich war, uns obige Daten (aus den Tabellen von Landolt- Bérnstein 
zur Verfiigung zu stellen. 
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irgendwie gesteigerten Adsorption von z. B. Glykokoll durch die Hefe 
beruht. Dagegen spricht nun 1. die in den geschilderten Versuchen 
zutage tretende ausgesprochene Spezifitdt der Reaktion, z. B. der beim 
optisch aktiven Alanin erfolgende Aufbau, der beim d, l-Alanin aus- 
bleibt; 2. die Tatsache, da8 auch beim Auswaschen des Heferiickstandes 
mit heiBem Wasser eine Abtrennung der aufgenommenen Aminoséuren 
aus demselben nicht gelingt. Es wurde ferner in einem Ansatz, der 
genau dem auf 8. 71 beschriebenen entspricht, gefunden, daB in A 
um 63,8 mg Amino-N mehr aufgebaut worden war als in B. Nach dem 
Schitteln wurden die abgesaugten Heferiicksténde mit je 150 ccm 
Trichloressigsaure (1°,) durch 10 Minuten ausgekocht und die Fhissig- 
keit wieder abfiltriert; nach dem Neutralisieren war in dem zweiten 
Filtrat von A 88mg, in B96mg Amino-N nachzuweisen; das bedeutet, 
daB in A und B betrachtliche Mengen Amino-N ausgekocht worden 
waren, jedoch — was das Wesentliche ist — in beiden Proben ungefdahr 
gleich viel. —- Die Studien werden fortgesetzt. 


Zusammenfassung. 
Es lag den vorliegenden Versuchen die Absicht zugrunde, das 
Zusammenwirken von Aldehyden und Aminosduren in verschiedenen 
Versuchsanordnungen zu _ studieren. 


1. Es wurden Gemische von Glykokoll und Acetaldehyd mit Hefe 
angesetzt und durch das Gemisch unter Schiitteln Sauerstoff geleitet. 


2. Dabei zeigte sich, a) daB in dem Gemisch beider Komponenten 
deutlich mehr Kohlensdure produziert wurde als in einem ganz analogen 
Ansatz, in dem nur das Glykokoll fehlt, welch letzteres fiir sich allein 
keine CO,-Entwicklung bedingt: b) daB in dem Gemisch beider Kom- 
ponenten die Vermehrung der Hefesubstanz deutlich gesteigert erscheint, 
gegeniiber einem ganz analogen Ansatz, in dem der Aldehyd_ fehlt, 
welch letzterer fiir sich allein keinerlei Vermehrung von Hefesubstanz 
bewirkt. 

3. Wir nehmen an, daB das Kohlensiureplus aus dem Aldehyd 
stammt, wahrend der vermehrte Aufbau der Hefesubstanz durch das 
Glykokoll bewirkt wird. Daf Glykokoll nicht oxydativ angegriffen 
wird, geht daraus hervor, daB bei der Versuchsanordnung keinerlei 
Ammoniakabspaltung (oder Bildung einer fliichtigen N-Base) wahr- 
genommen werden konnte. 


4. Das nicht aufgebaute Glykokoll laBt sich durch N-Bestimmung 
nach Kjeldahl baw. Amino-N-Bestimmung nach Sdrensen quantitativ 
erfassen, dagegen erleidet der Aldehyd eine Veranderung, so daB er im 
Filtrat nicht mehr wahrgenommen werden konnte. 
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5. Die Variation der Versuchskomponenten konnte wegen de) 
Empfindlichkeit der Hefe gegen Amine, Schiffsche Basen einerseits 
ungesattigte Aldehyde, wie Crotonaldehyd, andererseits, nur in engen 
Grenzen vorgenommen werden. Die geschilderten Effekte waren 
gleichfalls vorhanden beim d-Alanin, d, |-Phenylalanin und Sarkosin 
sie traten nicht auf bei d, l|-Alanin und Prolin. 

6. Es wurden Betrachtungen tiber den Mechanismus der vor 
liegenden Reaktion angestellt; dabei méchten wir mit aller Reserve 
die Hypothese aufstellen, daB die beiden besprochenen Prozesse ge- 
kuppelt sind, so zwar, daB durch die Mehrverbrennung des Aldehyds 
fiir den Mehraufbau des Glykokolls die Energie geliefert wird. 

Wir geben dieser Deutung vor der Annahme einer in Gegenwart 
des Aldehyds erhéhten Adsorption des Glykokolls usw. durch die Hefe- 
substanz den Vorzug. Fiir die erstere Auffassung spricht die ausgepragte 
Spezifitat des Vorgangs, sowie die Tatsache, daB aus der Hefeprobe, die 
mit dem Gemisch geschiittelt worden war, beim Waschen mit hei®em 
Wasser oder beim Kochen mit Trichloressigsiurelésung nicht mehr 
Amino-N in die Waschfliissigkeit tritt als aus der Kontrollprobe. 
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Uber die tryptische Auflésung von Kollagen. 


Von 
Max Bergmann und Georgi Pojarlieff. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Lederforschung in Dresden.) 
(Eingegangen am 13. Januar 1934.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Fir die tryptische Auflésung diinner Gelatinefilme, die auf Glas- 
unterlage ausgegossen waren, fanden M. Bergmann und F. Fohr', daB 
sie recht genau nach der Gleichung x = kt \ F erfolgt. Hier bedeutet 
t die Zeit, F die vergleichs- 2 
weise Fermentkonzentra- 20\— 
tion und & eine Konstante, 
deren Zahlenwert durch die 
Versuchsanordnung be- 
dingt ist. a bedeutet die 
Dicke der aufgelésten Gela- 
tineschicht. Wir haben sie 
durch optische Messung der 
Dicke der hinterbliebenen, 
d.h. nichtgelésten Gelatine- 
schicht ermittelt. Die op- 
tische Messung wurde da- 
durch erméglicht, daB in 
der Gelatine ein Schwar- 
zungskérper gleichmaBig verteilt war, der zugleich mit der Gelatine 
aufgelést wurde. 





5 0 0 20 25 300 3 WW 50 56 0 66 
Stunden 
Abb. 1. 











Im folgenden berichten wir tiber Verdauungsversuche an Kollagen- 
stiicken, die aus der Lederhaut des Rindes herausgespalten waren. 
Naturgema8 war es hier nicht angangig, den Verlauf der Verdauung 
optisch am ungelésten Kollagen zu verfolgen. Vielmehr waren wir 
gezwungen, die Zunahme des Stickstoffgehaltes der Lésung analytisch 
zu bestimmen. 

Wegen dieser Anderung des MeBverfahrens beim Ubergang von 
Gelatine zu Kollagen befiirchteten wir urspriinglich, beim Kollagen 
eine andere, weniger einfache Reaktionsgleichung zu finden. Doch 
konnten wir bei entsprechender Versuchsanordnung zu unserer Uber- 


1 Diese Zeitschr. 250, 568, 1932. 
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raschung wieder die Gleichung x = kt \F mit recht befriedigende: 

Genauigkeit bis zu einem Kollagenabbau von iiber 20 %, erfiillt finden! 
Wir geben zunachst die Versuchsergebnisse, die wir mit einen 

-ankreatin Réhm & Haas erhielten, in Kurvenform wieder. 

Wie man sieht, gehen die Verdauungskurven, wenn man sie riick 
warts auf die Zeit ,,Null verlangert, nur annahernd, aber nicht genau 
durch den Nullpunkt des Systems, der die Verdauung ,,Null*‘ bedeuten 
wiirde. Dies ist naturgemaB auch nicht zu erwarten, da jedes untersucht: 
Kollagenstiick schon vor Eintritt der verdauenden Fermentwirkung 
eine kleine Menge léslicher Stickstoffverbindungen enthalten diirfte 
Um diesen — in unserem Falle iibrigens unbedeutenden — Fehler aus. 
zuschalten, haben wir die rechnerische Auswertung unserer Versuchs- 
ergebnisse so vorgenommen, da wir nur den wirklich analytisch kon- 
trollierten Zeitbereich beriicksichtigt und ausschlieBlich die Verdauungs- 
leistung zwischen der 16. und der 60. Stunde in Rechnung gesetzt 
haben. Es ergeben sich dann die folgenden Zahlen fiir den EinfluB de: 
Fermentkonzentration auf die Verdauungsleistung : 


Tabelle I. 
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In ganz ahnlicher Weise haben wir fiir ein Pankreatin Merck bei 
den vergleichsweisen Fermentkonzentrationen 1, 2, 4, 8 die folgenden 
Kollagenabbauwerte erhalten: 

34 = 34) 1 73 = 37/4 
54 = 38) 2 111 = 39/8 

Wie ersichtlich, haben wir die abgebaute Kollagenmenge stets 
in Promille der urspriinglich eingebrachten Kollagenmenge ausgedriickt. 
Ebensogut konnte man natiirlich auf Gramm oder Milligramm um 
rechnen. 

Die Erkenntnis, da8 der Kollagenabbau durch Pankreatin proportiona! 
der Zeit verlauft, ist nicht mehr ganz neu. Schon H. B. Merrill und J. W. 
Flemming* haben den Abbau von ungeascherter Haut zeitlich bis zu einem 


Gesamtabbau von 30°, verfolgt und gefunden, daB der Abbau vom dritten 
Tage an mit unveranderter Geschwindigkeit fortschreitet, wahrend de! 


! Bei einem Abbau von 40°, sank die Abbaugeschwindigkeit dagegen 
um 24°). — 2 J. Amer. Leather Chem. Assoc. 22, 139, 274, 1927. 
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beiden ersten Tage fanden sie aber bei geaéscherter Haut einen gréBeren Betrag 
in Lésung gehender stickstoffhaltiger Produkte, den sie mit dem Vor- 
handensein leichter léslicher Eiweibabbauprodukte erkliren. Weiterhin 
fanden sie die Abbaugeschwindigkeit fiir geaéscherte und fiir nichtgeascherte 
Haut gleich groB. A. Kiintzel und O. Dietsche haben ahnliche Versuche an 
Kollagenstiicken bis zu einem hohen Gesamtabbau iiber viele Tage durch- 
vefiihrt, aber die abgebaute Kollagenmenge jedes einzelnen 24-Stunden- 
Abschnittes in Prozenten derjenigen Kollagenmenge ausgedriickt, die zu 
Beginn jedes einzelnen 24-Stunden-Abschnittes noch vorhanden war. 
Diese Art der Berechnung ist fiir unseren Zweck, die Ermittlung des Abbau- 
Zeit-Gesetzes, nicht geeignet, weil der Abbau nicht vom Gewicht, sondern 
von der wirksamen Oberflache des Kollagenstiickes bzw. seiner Aufbau- 
elemente abhangen mu und weil die wirksame Oberflache und das Gewicht 
sich wahrend der Verdauung nicht in parallelem AusmaB verindern. 

Die zuvor berichtete Tatsache, daB der pankreatische Abbau des 
Kollagens bis zu 20%, Verdauung ziemlich genau proportional der 
Verdauungszeit verliuft, ist etwas unerwartet und bedarf darum noch 
einer etwas eingehenderen Besprechung. Fiir diese Besprechung kann 
man zunachst zwei grundsatzlich verschiedene Formen der Verdauung 
eines gewachsenen, aber aus dem Zusammenhang der Haut heraus- 
geschnittenen Kollagenstiickes in Betracht ziehen. Man kann das 
Kollagenstiick entweder als ein Konglomerat von vielen einzelnen 
Kollagenfasern betrachten, oder nur als Gesamtstiick; man kann also, 
genauer gesagt, annehmen, daB die wirksame Verdauungsoberflache 
identisch ist mit der Oberfliche der zahllosen einzelnen Faserbiindel 
bzw. Einzelfasern, oder andererseits, daB als wirksame Verdauungs- 
oberflache lediglich die auBere Oberfliche des ganzen Kollagenstiickes 
in Aktion tritt. In beiden Fallen hatte man zu erwarten, daB die wirksame 
Oberflache sich im Laufe der Verdauung verkleinert, so daB also auch 
die Verdauungsleistung pro Zeiteinheit mehr und mehr abnehmen 
miuBte. Wenn naémlich die Verdauung auf der Oberflache der Faser- 
biindel oder der Einzelfasern vor sich geht, so miiBte nach einer Ver- 
dauung von 10 (20)°%, des Kollagengewichtes jede Faser bzw. jedes 
Faserbiindel um 5,5 (11)°, an Oberfliche eingebiiBt haben, und die 
Verdauungsleistung pro Zeiteinheit miBte dann um denselben Betrag 
herabgesetzt sein, immer unter der Voraussetzung, daB die Verdauungs- 
leistung genau proportional der Oberflaéche ist. Wenn dagegen die 
Verdauung nur auf der éuBeren Oberfliche des ganzen Kollagenstiickes 
erfolgt, so waren die entsprechenden Zahlen 2,5 (5) °, Abnahme der Ver- 
dauungsleistung. Beide Annahmen passen, wie man sieht, nicht genau zu 
einem vollig geradlinigen Verlauf der Verdauungs-Zeit-Linie, aber immer- 
hin kommt die zweite Annahme, da8 nur die 4uBere Oberflache des ganzen 
Stiickes die wirksame ist, dem tatsaichlich beobachteten Verdauungs- 
verlauf naher. Trotzdem ist es heute zu friih, sich schon fiir die eine 
oder die andere der zur Diskussion gestellten Annahmen zu entscheiden. 





Uber einige 
Stoffwechselwirkungen des intravenés zugefiihrten Kallikreins. 


Von 
R. W. Nefflen und A. Szakall. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Arbeitsphysiologie in Dortmund. 
Miinster.) 
(Eingegangen am 24. Dezember 1933.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Versuche iiber die Wirkung des Frey-Krautschen kreislaufaktiven 
Stoffes, des Kallikreins, zeigen', daB es nach intravendser Verab- 
reichung in gréBerer Menge auBer der akuten Blutdrucksenkung auch 
langdauernde Anderungen hervorzurufen vermag. Der Grundumsatz 
(GU.) steigt, Fieber tritt auf, die Harnbildung ist gesteigert, die Harn- 
aziditét nimmt ab, ebenso die Alkalireserve des Blutes. Wahrend die 
Blutdrucksenkung sofort nach der Kallikreinzufuhr eintritt, lassen 
sich die anderen durch einen Schiittelfrost eingeleiteten Stoffwechsel- 
anderungen erst nach Ablauf von etwa !/, bis 3/, Stunden beobachten. 
DaB die Kreislauf- und Stoffwechselwirkung durch den gleichen Stoff 
hervorgerufen werden, ist dadurch wahrscheinlich gemacht worden, 
daB nach Inaktivierung des Kallikreins mit spezifischem Inaktivator? 
die Fahigkeit, sowohl die Kreislauf- wie auch die Stoffwechselanderungen 
auszulésen, verloren geht. 

Die Ergebnisse geniigten nicht zur vélligen Aufklarung der Kalli- 
kreinwirkung, sie zeigten aber gewisse Richtlinien fiir die weitere 
Forschung. Unsere Versuche, von denen einige zum AbschluB gelangt 
sind, beziehen sich einerseits auf neu aufgefundene Funktionsinderungen 
nach intravenéser Kallikreinzufuhr, wie Anderungen im Phosphor. 
und Stickstoffwechsel, andererseits beschaftigen sie sich mit der Frage 
der Abhangigkeit der einzelnen Funktionsinderungen von der an- 
gewandten Dosis, der Art der Ernahrung und verschiedenen Zustands- 
anderungen des Versuchstieres. 


Methodik. 


Die Versuche wurden an neun Hunden durchgefiihrt. Um die auBeren 
Bedingungen konstant zu halten, befanden sich die Tiere wahrend der 
Versuchszeit in einem Stoffwechselkafig (bei Zimmertemperatur). Sie 
bekamen im allgemeinen eine Standardkost, bestehend aus gekochteim 


' Szakdll, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 166, 301, 1932. — * Kraut, 
E. K. Frey u. Bauer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 175, 97, 1928. 
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eis, Speck und Pferdefleisch. Die Fleischration betrug 200 g, Reis und 
Speck wurden nach Bedarf geaindert. Eine andere Nahrung erhielt das 
Tier, bei dem die P- und N-Bilanz unter der Wirkung von Kallikrein beob- 
achtet wurde. Bei einem weiteren Hund wurde die Wirkung der Ernahrungs- 
art auf die Kallikreinreaktion untersucht. Dieser bekam in einer Versuchs- 
reihe gemischte, in einer anderen Fettkost, bestehend aus reinem Speck. 
Die Fiitterung erfolgte abends immer zur selben Zeit, so daB die Versuche 
am darauffolgenden Tage 12 bis 14 Stunden nach der letzten Nahrungs- 
aufnahme begannen. 

Da die friitheren Versuche! tiber die Wirkung von Kallikrein auf den 
Grundumsatz (GU.) und respiratorischen Quotienten (RQ.) bereits ein 
iibersichtliches und einheitliches Bild ergaben, sahen wir diesmal von der 
Bestimmung des ganzen Umsatzverlaufs unter Kallikreinwirkung ab, und 
maBen den GU. nur in sechsstiindigen Versuchen, die stets von 12 bis 
18 Uhr durchgefiihrt wurden. Nur in den Versuchen mit ganz kleinen 
Kallikreindosen war die Bestimmung des gesamten zeitlichen Verlaufs 
notwendig, da derartige Bestimmungen bis jetzt nicht durchgefiihrt worden 
waren. Zur GU.-Messung diente der Benedictsche Respirationsapparat. 

Die Kérpertemperatur wurde mit einem in !/,.° eingeteilten Thermo- 
meter gemessen, das stets 10cm weit in den Mastdarm eingefiihrt war. 


1 


Gleichzeitig mit dem GU. und der Temperatur wurde auch die stiindliche 
P- und N-Ausscheidung im Harn gemessen. Der Harn wurde stiindlich 
mit einem Oauerkatheter entnommen. Der P-Gehalt des Harns wurde 
gravimetrisch nach Pregl* bestimmt, der N-Gehalt nach Kjeldahl. 

Bei einem Hund wurden P- und N-Bilanzversuche in zehn- bis elf- 
tagigen Perioden durchgefiihrt. Der zehnte Teil der aufgenommenen 
Nahrung und der nach Perioden abgegrenzte Kot wurde nach Eintrocknen 
und Veraschung mit H,SO, analysiert. Der Harn wurde in 24stiindigen 
Perioden gesammelt. 

Das angewandte Kallikreinpriparat war, wie in den Versuchen der 
ersten Abhandlung, das handelsiibliche Padutin (Kallikrein Bayer), von dem 
eine Einheit je 0,1 mg Trockensubstanz entsprach. Das Kallikrein wurde 
in die V. saphena eingespritzt. 


Versuchsergebnisse. 


Wir erganzen zunachst unsere bisherigen Kenntnisse itiber das auBere 
Bild der Kallikreinwirkung durch einige neuere Beobachtungen. Es ist 
frither beschrieben worden, da Hunde nach intravenéser Zufuhr gréBerer 
Kallikreinmengen voriibergehend Krankheitserscheinungen zeigen. Die 
sonst lebhaften Tiere suchen eine einsame Ecke auf, erbrechen usw. Dieses 
Stadium dauert etwa bis zum Auftreten des Schiittelfrostes. Neuerdings 
konnten wir auch Rétung der Haut in der Bauchgegend, der Sklera und 
der Schleimhaut des Maules von etwa 5 bis 10 Minuten Dauer beobachten. 
Wiahrend dieser Zeit treten lebhafte Darmkontraktionen auf, der Bauch 
ist stark eingezogen. Oft entleeren die Tiere in diesem Stadium der Kallikrein- 
wirkung Kot und Harn. Mit dem Auftreten des Schiittelfrostes verschwinden 
die Erscheinungen. 


1 Szakall, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 166, 301, 1932. — * Pregl, 
Mikromethodik. 
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R. W. Nefflen u. A. Szakall: 


In Abb. 1 ist der typische Verlauf der im folgenden naher be- 
schriebenen Funktionsinderungen nach Kallikreinzufuhr zusammen 
gestellt. Die Steigerung der 
Diurese fallt etwa mit dem 
Gipfelpunkt des Fiebers  zu- 
sammen. Mit fallender Koérper- 
temperatur nimmt auch sie all- 
mahlich ab. Gleich nach der 
Kallikreinzufuhr sinkt der P-Ge- 
halt des Harns und erreicht mit 
dem Ende des Schiittelfrostes > 
bzw. mit dem Héhepunkt des Kurve I. 
Fiebers seinen niedrigsten Wert. 
Mit sinkender Kérpertemperatur 
und abnehmender Diurese steigt 
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die P-Ausscheidung tber den Ausgangswert. Die N-Ausscheidung da- 
gegen zeigt nach einer voriibergehenden Abnahme ahnlichen Verlauf 
wie die Diurese; sie steigt mit dem Beginn der erhéhten Harnbildung 
und sinkt spater proportional mit der Verminderung der Harn- 
ausscheidung. 

1. Grundumsatz und Kérpertemperatur. 

Um die kleinste Kallikreindosis zu ermitteln, die nach intravenéser 
Verabreichung den Stoffwechsel beeinflu8t, haben wir bei zwei Hunden 
1, 3 und 7 Einheiten eingespritzt. In Abb. 2 ist der zeitliche Verlauf 
des O,-Verbrauchs und der K6rpertemperatur aufgezeichnet. Un- 
mittelbar nach Zufuhr von 1 KE. (Kallikreineinheit) blieb der O,-Ver- 
brauch so gut wie unverandert. Auch die gegen Tagesende erfolgende 
Zunahme entspricht nur dem aus Kurve I ersichtlichen normalen 
Tagesverlauf. Beachtenswert ist die kurzdauernde Temperatursenkung 
von etwa 0,3°C nach Zufuhr von 1 KE. 3 KE. rufen unmittelbar 
nach der Einspritzung eine kurzdauernde Zunahme des O,-Verbrauchs 
hervor. Zu gleicher Zeit ist auch auBerlich (erst nach Zufuhr von 3 KE. !) 
eine intensive Rétung der Haut, begleitet von einer Dyspnoe, zu sehen. 
Der kurzdauernden Zunahme des O,-Verbrauchs folgt in der nachsten 
Stunde eine Senkung. Wahrend der Zunahme des O,-Verbrauchs 
beobachten wir eine ebenfalls kurzdauernde TemperaturerhOhung 
von 0,2°C. Erst nach Zufuhr von 7 KE. tritt langdauernde Umsatz- 
erhéhung mit Fieber ein. 

Es ist notwendig, sich hier mit der initialen Umsatzerhéhung naher 
zu beschaftigen. Diese Erhéhung des O,-Verbrauchs, die sofort nach Kin- 
spritzung von kleinen und groBen Dosen eintritt, laBt sich von der spater 
einsetzenden, lang andauernden und nur nach gréBeren Dosen (7 KE.) 
beobachteten Steigerung prinzipiell abtrennen. Sie dauert nur etwa 
20 Minuten. Erst zu Beginn des Schiittelfrostes steigt dann der Umsatz 
wieder, diesmal aber zusammen mit der allgemeinen Stoffwechselbeein- 
ilussung!. Selbstverstaéndlich wird nach Zufuhr von gréBeren Dosen nur 
dann die initiale Steigerung scharf erkannt, wenn man sie gleich nach der 
Kallikreinzufuhr in 10 bis 20 Minuten lang dauernden Versuchen untersucht. 
Sonst kompensieren sich z. B. in einem einstiindigen Versuch die Umsatz- 
erhéhung und die darauffolgende Senkung. 

Diese initiale Steigerung des O,-Verbrauchs nach Kallikreinzufuhr 
ist diejenige, die Krayer und Rdhl? bei Dauerzufuhr von Kallikrein er- 
warteten und experimentell gefunden haben. Sie erkliren diese Erhéhung 
des O,-Verbrauchs dadurch, da’ infolge der Erweiterung der Haut- und 
Gehirnkapillaren die Durchblutung gr6é6Ber wird, und der O,-Gehalt der 
Gewebe auf ein héheres Niveau gestellt wird. Die Tatsache, da® der initialen 
Erhéhung des O,-Verbrauchs nach kleinen Kallikreindosen (etwa 3 KE.) 
eine Einschrankung der O,-Aufnahme folgt, spricht fiir die Annahme von 
Krayer und Rihl. 


1 Szakdll, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 166, 301, 1932. — * Krayer 
u. Rihl, ebenda 162, 70, 1931. 
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R. W. Nefflen u. A. Szakall: 


Wir haben erwartet, daB durch eine Steigerung der zugeftihrten 
Kallikreinmenge auch die GréBe des Effekts zunimmt, d. h., daB zwischen 
der angewandten Kallikreiridosis und der GréBe der Reaktion eine 
quantitative Beziehung besteht. Einem Hund wurde Kallikrein 
mehrmals wiederholt — in Dosen von 25, 50 und 100 Einheiten ein- 
gespritzt. Um normale Vergleichswerte fiir GU. und Kérpertemperatur 
zu haben, waren zwischen den Kallikreintagen Ruhetage eingelegt, an 
denen ebenso wie an den Kallikreintagen der Umsatz und die Kérper- 
temperatur in sechsstiindigen Perioden gemessen wurden. Die Versuche 
wurden bei gemischter und bei Fettkost durchgefiihrt. 

In der Tabelle I sind die GU.-Versuche in zeitlicher Reihenfolge ge- 
ordnet zusammengestellt. Die normalen GU.-Werte bei gemischter Kost 
schwanken wiahrend der ganzen Versuchszeit nur 2°, um den Mittelwert. 
(Tabelle la.) Es ist daher berechtigt, bei der Berechnung der gebildeten 
Extrakalorien nach Kallikreinzufuhr den Mittelwert des GU. der ganzen 
Versuchszeit von dem Umsatz mit Kallikrein abzuziehen. In der Tabelle Ib 
sind die Umsatzwerte nach Zufuhr von 25 KE. zusammengestellt. Es ist 
ersichtlich, daB die GU.-Erhéhung nach wiederholter Kallikreinzufuhr 
immer kleiner wird. Die absolute Umsatzerhéhung nimmt von 24,3 bis auf 
11,5 Cal, also um 53%, ab. 

Auf 50 KE. (Tabelle le) reagierte der gleiche Hund bei der ersten 
Injektion mit einer Steigerung, die gré8er war als nach 25 KE. Die ge- 
bildeten Extrakalorien betrugen 32,1, also um 32°, mehr als nach der 


Tabelle I. 
a. Normale GU.-Werte (gemischte Kost). 


Prod. CO» Verbr. 0. | Umsatz 
Datum pro 6 Std. pro 6 Std. } RQ. pro 6 Std. 


1932 L. 1. Cal 


22. I. 32,77 38,53 0,85 
23. I. 33,00 36,96 0,89 
26. ‘I. 32,30 38,60 0,84 
27. I. 33,45 38,10 0,88 

9. II. 32,62 37,85 0,86 
18. II. 29,80 38,02 0,78 
20. II. 29,10 37,72 0.77 


Mittel: 31,90 87.97. nah 184.2 





b. GU.-Werte nach Zufuhr von 25 KE. (gemischte Kost). 





| . Mehr gebildete 

| Prod. CO: Verbr. O» Umsatz Wises a 

Datum | pro 6 Std. pro 6 Std. RQ. pro 6 Std. | wahrend 6 Std. 
1932 || l. 1. Cal Cal 


19. I. 37,22 42,56 0,88 208,5 24,3 
21. I. 36,45 41,80 0,87 204,3 20,1 
28. I. 34,50 41,20 0,84 200,0 15,8 
29. I. 32,85 41,60 0,79 199,2 15,0 


2 


30. L. 33,41 40,55 0,82 195,7 11,5 





e. GU.-Werte nach Zufuhr von 


Stoffwechselwirkungen 


des Kallikreins. 


50 KE. (gemischte Kost). 





Datum 


1932 


10. II. 
15. II. 
16. II. 
17. II. 


Prod. CO, 
pro 6 Std. 


38,85 
38,55 
38,60 
35,70 


Verbr. O» 
pro 6 Std. 


i. 


44,26 
44,40 
43,28 
42.58 


RQ. 


0,87 
0,87 
0,89 
0,84 


| 


Umsatz 
pro 6 Std. 


Cal 


216,3 
217,0 
212,6 
206,5 


Mehr gebildete 
Wirme 
wihrend 6 Std. 
Cal 


32,1 
32.8 
28,4 
22,3 


J.-Werte nach Zufuhr von 100 KE. (gemischte Kost). 





Datum 
1932 
22. II. 


23. II. 
24. II. 


Prod. CO, 
pro 6 Std. 


kL 
36,80 
34,95 
32,15 


Verbr. O» 
pro 6 Std. 


1. 
43,32 


39,27 
43,16 


RQ. 


0,85 
0,89 
0,74 


Umsatz 
pro 6 Std. 


Cal 
210,7 


192.9 
204,0 


e. Normale GU.-Werte (Fettkost). 


Mehr gebildete 
Wirme 
wihrend 6 Std. 


Cal 
26,5 

8,7 
19,8 





Datum 
1982 


26. II. 
29. IL. 
2. Til. 
5. II. 
7. IIL. 


Mittel: | 


Prod. CO, 
pro 6 Std. 


1. 


25,60 
27,15 
26,80 
26,60 
26,35 


26,50 


Verbr. O» 


pro 6 Std. 


bh 


35,80 
37,30 
36,70 
36,35 
37.16 


36,66 


RQ. 


- 
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Umsatz 
pro 6 Std. 


Cal 


172,4 


f. GU.-Werte nach Kallikreinzufuhr (Fettkost). 





| Mehr 
| gebildete 
Prod. CO, | Verbr. Oe RQ Umsatz Wirme 


pro 6 Std. | pro 6 St | pro 6 Std. withrend 
| 6 Std. 


Cal Cal 


184,1 11,7 
196,6 24,2 
198,5 26,1 
192,9 20,5 


Kallikrein- 


) 
Datum menge 


1932 1. I | 


28,60 39,05 0,73 
30,62 41,60 0.74 
30,60 42.10 0,78 
30,01 40,80 0,74 


1. Til. 
8. IIL. 
9. III. 
12. III. 


50 KE. 
100, 
100 , 
100 , 


ersten Injektion von 25 KE. Bei den spateren Einspritzungen wird auch 
hier die Umsatzerhéhung geringer; die der absoluten Umsatzerhéhung 
entsprechenden Extrakalorien nehmen von 32,1 bis auf 22,3, also um 30 °, ab. 

Nach Zufuhr von 100 KE. (Tabelle Id) betrug die absolute Umsatz- 
erhéhung in 6 Stunden bei dem ersten Versuch 26,5, bei dem zweiten 
8,7 Extrakalorien. Bei einem dritten nach 24stiindigem Hunger durch- 
gefiihrten Versuch wurden 19,8 Extrakalorien gebildet. 

Der iiber die ganze Versuchsdauer gemessene RQ. ist nach Kallikrein- 
zufuhr meist unveraindert. Die in der ersten Abhandlung beschriebenen 
zeitlichen Schwankungen kommen bei unserer jetzigen Methodik nicht 
zum Ausdruck. 





R. W. Nefflen u. A. Szakall: 


Bei Fettkost wurde das Kallikrein (ebenfalls bei dem gleichen Hund) 
in Dosen von 100 und 50 Einh. eingespritzt. Tabelle Le zeigt die normalen 
GU.-Werte bei Fettkost. Es ist auffallend, daB der GU. etwas niedriger 
ist als in der vorangegangenen Periode, wo das Tier mit gemischter Kost 
ernahrt wurde. Unser Versuchstier hatte in mehreren friiheren Versuchs- 
reihen mit Fettkost um etwa 14°, héhere GU.-Werte gezeigt als bei ge- 
mischter Kost. AuBerdem vertrug der Hund jetzt die Fettkost sehr gut, 
wahrend bei friiheren Fettversuchen schon am dritten oder vierten Tage 
Verdauungsst6rungen, wie Erbrechen und Durchfall, ferner starker Gewichts- 
verlust, aufgetreten waren. Die Frage, wie weit dieser Befund mit der 
intensiven Kallikreinbehandlung in Beziehung gebracht werden kann, 
bedarf noch weiterer Aufklérung. Aus der Tabelle If geht hervor, dai 
nach Zufuhr von 50 KE. 11,7, nach Zufuhr von 100 KE. 24,2, 26,1 bzw. 
20,5 Extrakalorien gebildet wurden. 

Wir schlieBen daraus, daB ein einfacher Zusammenhang zwischen 
Kallikreindosis und GU. nicht besteht. Wiederholt man die Zufuhr 
der gleichen Kallikreindosen, so erreicht die Umsatzerhéhung nicht 
denselben Betrag, sondern wird manchmal allmahlich, manchmal 
sprungweise kleiner. Es tritt also eine Gew6hnung an Kallikrein ein. 
Dies erklart auch das Ausbleiben einer entsprechenden Steigerung der 
Umsatzerhéhung bei Steigerung der Kallikreindosis. Die Art der 
Ernahrung ist ohne wesentlichen KinfluB. 

Die Messungen der Rektaltemperatur ergaben, daB sie sich gleichsinnig 
mit dem GU. andert. Die Gewohnung an Kallikrein ist auch hier deutlich 
erkennbar. Der Schiittelfrost ist in den Fallen, wo schon eine Gewéhnung 
an Kallikrein vorhanden ist, nur schwach und bleibt manchmal sogar ganz 
aus. 

Wegen der eintretenden Gewéhnung ist die Frage nach den 
quantitativen Beziehungen zwischen der angewandten Kallikreinmenge 
und der darauffolgenden Reaktion an dem gleichen Hund nicht zu 
entscheiden. Einen Anhaltspunkt geben jedoch die in Tabelle II ver- 
zeichneten GU.-Werte von vier Hunden nach der jeweils ersten Kalli- 
kreininjektion. 


Tabelle II. 





Gesamt ed 

: “nega Versuchszeit 

Nr. des Gesamt- Kallikrein- Wiarme- entsprechender Mehr- 
Hundes | Versuchsdauer menge in Einh. _ produktion Ruheumsatz produktion 


Std. kg-Cal kg-Cal kg-Cal 
3 8 7 2405 | 2158 24,7 
13 | 10 20 317,8 | 279,5 
14 | 8 20 287.2 | 252.4 
1 | 6 25 2102 | 1864 
Bei Hund Nr. 3 hatte die minimale Dosis von 7 KE., die eben 
schon eine allgemeine Reaktion auszulésen vermag, eine ebenso starke 
Reaktion zur Folge, wie die Dosis von 25 KE. bei Hund Nr. 1. Beim 
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Hund Nr. 13 wieder verursachten 20 KE. eine weit gréBere Umsatz- 
erhéhung als beim Hund Nr. 1, 25 KE. Dieser Befund zeigt, daB 
individuelle Verschiedenheiten bei dem Zustandekommen der Reaktion 
cine groBe Rolle spielen. 

Welche Bedingungen den Eintritt und die GréBe der Kallikrein- 
reaktion beeinflussen, soll im folgenden an einigen Beispielen gezeigt 
werden. 


l. EK. K. Frey konnte feststellen, daB, wenn man Kallikrein nicht 
schnell, sondern langsam, mit einer Geschwindigkeit von ungefaihr | KE. 
pro Minute intravenés einspritzt, die akute Blutdrucksenkung ausbleibt. 
Es sehien uns wichtig, diese Verhaltnisse auch in bezug auf die Stoffwechsel- 
anderungen zu untersuchen. Wir haben einem Hund 20 und 50 KE. intra- 
vends so eingespritzt, daB die Zufuhrgeschwindigkeit 1 KE. pro Minute 
war, und dabei Umsatz, Koérpertemperatur, Diurese und P-Ausscheidung 
verfolgt. 

Die langsamen Injektionen von 20 und 50 KE. waren wirkungslos. 
Die spater folgende rasche Injektion von 20 KE. rief eine typische Reaktion 
hervor. 

2. Die Temperatursteigerung tritt auch beim pankreaslosen Hund 
ein. Man darf daraus schlieBen, da8 der Angriffspunkt des Kallikreins 
nicht, oder nur zum geringen Teil, das Pankreas ist. 

3. Beim Zustandekommen des Fiebers spielt auch das Lebensalter 
eine Rolle. Sowohl bei einem 1'/,jaéhrigen Hund als auch einem 10jahrigen 
Hund war bis zum Eintritt des Schiittelfrostes eine Inkubationszeit von 
'/, Stunde vorhanden, aber es erreichte bei dem jiingeren Hund das Fieber 
von dem Beginn des Schiittelfrostes an in '/, Stunde seinen Gipfelpunkt, 
wahrend bei dem alten Hund dieser Vorgang langsamer, in etwa 2 Stunden, 
verlief. Das Absinken des Fiebers war bei dem alten Hund ebenfalls ver- 
zogert. 

4. Ein Hund wurde mit Staphylococcen infiziert, um zu sehen, wie 
in diesem Zustande das Kallikreinfieber verlaiuft. Zu diesem Versuch 
veranlaBte uns folgende Beobachtung. In der ersten Abhandlung iiber 
Kallikreinwirkung teilten wir die K6érpertemperaturkurven eines Hundes 
mit, der nach der Kallikreininjektion ohne eine Inkubationszeit sofort mit 
Schiittelfrost und Temperaturanstieg reagierte. Nach der Verdéffentlichung 
dieser Versuche starb der Hund infolge einer sehr ausgebreiteten perirektalen 
Kiterung. Da die Inkubationszeit nur bei diesem Hund ausfiel, vermuteten 
wir in der Eiterung den Grund fiir das Ausbleiben. Der Versuch an dem 
kiinstlich infizierten Hund bestétigte unsere Vermutung. Die Inkubations- 
zeit blieb in diesem Zustande tatsachlich aus, waihrend die an demselben 
Hund friiher vorgenommenen Kallikreinversuche eine Inkubationszeit von 
etwa '/, Stunde zeigten. Auffallend ist noch, daB im Vergleich zu dem 
normalen Fieberverlauf die Temperaturerhéhung nach der gleichen Kalli- 
kreindosis im infizierten Zustande gr6éBer ist, aber nicht so lange anhalt. 


2. Die Stickstoff- und Phosphorausscheidung im Harn nach Kallikreinzufuhr. 


Bei vier Hunden wurde gleichzeitig mit den GU.- und Temperatur- 
messungen die stiindliche N- und P-Ausscheidung im Harn bestimmt. 
Diese Versuche wurden sowohl bei gemischter als auch bei Fettkost 
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durchgefiihrt. Wir schicken voraus, daB die Anderungen bei den beiden 
Kostarten im gleichen Sinne verliefen. 

Die Werte der stiindlichen N-Ausscheidung sind in der Abb. 3. zu- 
sammengestellt. Da die einzelnen Tageskurven der N-Ausscheidung nach 
Kallikreinzufuhr gleichsinnig ver- 
liefen, stellen wir deren Mittel- 2% 
werte nur vom Hund Nr. 1 zu- 16 
sammen, und zwar entsprechend 
den zugefiihrten Kallikreinmengen. 
Jede Kurve in der Abb. 3 stellt 80 F 
die Mittelwerte von je drei ein- 70}-— 
zelnen Tageskurven dar. Man 60 
sieht nach 25 KE. zuniachst eine 
leichte, allméhlich steigende Zu- 
nahme der N-Ausscheidung, die 40|- 
spiter, ebenfalls langsam, etwas 30 
unter den Ausgangswert  sinkt. 
Nach Zufuhr von 50 und 100 KE. 
sinkt die N-Ausscheidung etwa fiir 10 
die Dauer einer Stunde. Hierauf 0 
steigt sie tiber den Ausgangswert "Vauaditerdes a ae 
und sinkt schlieBlich allmahlich T 
auf den normalen Wert. Beim 1 
Vergleich mit der normalen, fast 130 
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delt es sich um eine zeitliche Verschiebung (initiale Abnahme und 
darauffolgende Mehrausschiittung), andererseits ist wahrend des_ ge- 
wihlten Zeitabschnitts (10 Stunden) die N-Ausscheidung im Vergleich zu 
den Normalwerten absolut erhéht. 

Die P-Ausscheidung im Harn ist nach Kallikreinzufuhr noch 
bedeutenderen Anderungen unterworfen. (Abb. 4. Kurve I.)  Sofort 
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nach der Kallikreinzufuhr sinkt zunichst der P-Gehalt des Harnes 
bis zu einem Minimalwert, der noch innerhalb der Fehlergrenze der 
Preglschen Mikrophosphatbestimmung liegt. Dieser Phosphorblockade 
folgt eine mehrere Stunden lang andauernde Mehrausschiittung von 
Phosphat. Es erhebt sich die Frage, ob dabei Verminderung und Ver- 
mehrung der P-Ausscheidung sich kompensieren, oder ob die P-Aus- 
scheidung auch absolut erhéht ist. Wahrend des Zeitabschnittes von 
12 bis 20 Uhr betrug die gesamte P-Ausscheidung ungefahr: 


Normal . . . . . 270mg P,O; (Mittelwert von 9 Normaltagen) 
Nach 25 KE. . . 360 ,, P.O; ( ” » 3 Kallikreintagen) 
6 EOE age ye BOO 5, PeOg ( o aoe o ) 
Wits) G6 ae — " ) 


Nach Zufuhr von 25 und 50 KE. ist also eine absolute Zunahme der 
P-Ausscheidung festzustellen, dagegen liegt nach der darauffolgenden 
Zufuhr von 100 KE. die gesamte P-Ausscheidung wahrend des ge- 
waihlten Zeitabschnittes unter der Norm. (Die an diesem Hund gleich- 
zeitig durchgefiihrten GU.-Messungen sind in dem GU.-Kapitel be- 
schrieben worden.) Da es sich hier um einen Gew6hnungsvorgang 
handelt, beweist Kurve I] der Abb. 4. Bei der Wiederholung der 
Injektion von 25 KE. an aufeinanderfolgenden Tagen wird die Dauer 
der P-Blockade immer kiirzer, und ebenso nimmt die Mehrausscheidung 
ab. Das gesamte ausgeschiedene Phosphat betragt von 12 bis 20 Uhr: 


IRMNEAE ke gt ke ee ee eG <6 = ee eee ere 
Nach der_ I. Injektion von 25 KE.......... . 390 ,, P,O; 
+e ja je se KON A ae a el a 
+. ne anne ¥ We ee we ee ee oe oe) 


Die Kurven zeigen noch, daB die Mehrausscheidung an P nur in den 
Fallen im Laufe von 8 Stunden bis zum Ausgangswert absinkt, wo 
schon eine Gewéhnung an Kallikrein eingetreten ist. In den anderen 
Fallen ist die P-Ausscheidung am Ende der Versuchszeit noch erhoht. 


3. Beziehungen der diuretischen Kallikreinwirkung zu der P- und 
N-Ausscheidung. 

In Abb. 5 sind die Mittelwerte der stiindlichen Harnmengen nach 
mehrmaliger Zufuhr von 25, 50 und 100 KE. zusammengestellt. In der 
Dauer der diuretischen Wirkung sind keine nennenswerten Unterschiede 
feststellbar. Die gesamte Harnmenge betragt in 8 Stunden (12 bis 20 Uhr): 


mone EES ee ee eam 
Nach 26KE....... . 30 ;, 
+s Meese EAS Se 
BOO gg ek i ee Se a 
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In der ersten Stunde nach Zufuhr von 25 KE. blieb die Harnausscheiduny 
unverandert, nach Zufuhr von 50 und 100 KE. nahm sie dagegen ab. Diese 
Abnahme der Harnmenge ist an sich gering, aber sie geht der Kurve de: 
N-Ausscheidung vollstéandig 
parallel. Auch die N-Aus 
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Abb. 5. 


4. Das Verhalten des N- und P-Umsatzes nach intravenéser Kallikreinzufuhr. 


Das Verhalten der N- und P-Ausscheidung in den ersten Stunden 
nach: intravenéser Kallikreinzufuhr veranlaBte uns, die Frage auf- 
zuwerfen, ob die Mehrausscheidung an P und N auch in der Tages- 
bilanz zur Geltung kommt. Wir haben daher an einem Hund einen 
Bilanzversuch angestellt. 

Er ergab, daB die auf Kallikreinzufuhr folgende Mehrausscheidung 
an P und N in der Tagesbilanz nicht zur Geltung kommt. Wird dagegen 
durch sterile Milch Fieber hervorgerufen, so werden N- und P-Bilanz 
negativ baw. weniger positiv. 


Zusammenfassung. 

Nach Versuchen an neun Hunden nimmt nach intravenéser Kalli- 
kreinzufuhr die Phosphatausscheidung im Harn bis auf Null ab, bei 
gleichzeitiger Diurese. Nach Beendigung der vermehrten Harnbildung 
erfolgt eine P-Mehrausscheidung. 
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Die N-Ausscheidung verliuft dagegen parallel mit der Verainderung 
der Diurese. Sie kann den Normalwert im Laufe einiger Stunden weit 
iibersteigen. 

Die beobachtete Mehrausscheidung an P und N ist ohne Einflu8 
auf die Tagesbilanz. 

Nach mehrmaliger Wiederholung einer intravenésen Kallikrein- 
zufuhr in gréBeren Dosen tritt Gewéhnung an Kallikrein ein, die sich 
in einer allmahlichen Abnahme der Umsatzsteigerung und des Fiebers, 
ferner in einer Verkirzung der P-Blockade und einer allmahlichen 
Abnahme der P-Mehrausscheidung auBert. 


Zwischen angewandter Kallikreindosis und dem Umfang der 
darauffolgenden Reaktion bestehen -keine festen Beziehungen. Die 
minimale Kallikreinmenge, die eine allgemeine Stoffwechselreaktion 
auszulésen vermag, betrug beim Hund etwa 7 Einh. 


Das Kallikrein vermag auch beim pankreaslosen Hund die typische 
Reaktion hervorzurufen. 

Lebensalter und Staphylococceninfektion beeinflussen die Kalli- 
kreinwirkung. 











Morphologische Verinderungen nach intravenéser Kallikre 
zufuhr als Ursache der Wirkungen auf den Stoffwechsel. 


Von 
A. Szakall. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Arbeitsphysiologie 
in Dortmund-Miinster.) 


(Eingegangen am 24, Dezember 1933.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


In einer friiheren Arbeit von Szakdll! und in der vorangehende1 
von Nefflen und Szakdll* wurde beschrieben, wie tiefgreifend der Frey 
Krautsche kreislaufaktive Stoff, das Kallikrein, bei intravendéser Ver- 
abreichung in gréBeren Mengen mehrere Funktionen des Organismus 
zu beeinflussen vermag. Die dort dargelegten Wege zur Erforschung 
des urséchlichen Zusammenhangs zwischen den einzelnen Erscheinungen 
lieBen zwar manche Einzelheiten erkennen, fiihrten jedoch noch zu 
keinem Ergebnis tiber die Kernfrage. Wir haben damals die Art der 
Kallikreinwirkung vorwiegend vom physiologischen Standpunkt aus 
mit physiologischen Methoden und Gedankengangen zu_ erforschen 
versucht. Als wir z. B. die eigenartigen Anderungen des respiratorischen 
Quotienten nach Kallikreinzufuhr fanden, die den Verhaltnissen bei 
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Muskelarbeit — wie sie Krogh und Lindhard® dargelegt haben — sehr | 


ahneln, schien es zweckmaBig, nach weiteren mit dem Kohlenhydrat- 
stoffwechsel in Zusammenhang stehenden Anderungen zu fahnden, 
zumal die Befunde von Frey*, Frey, Kraut und Werle®, Herbig® und 
Altenburger’ iiber die BeeinfluBbarkeit des Blutzuckerspiegels durch 
Kallikreinverabreichung in dieselbe Richtung wiesen. Diesen Ge- 
dankengang schienen auch unsere Untersuchungen iiber Anderungen 
des Phosphatstoffwechsels unter Kallikreinwirkung zu_ bestatigen. 
Weitere Befunde lehrten aber, daB die Veranderung des Kohlenhydrat- 
stoffwechsels in der Kallikreinwirkung nur eine untergeordnete Rolle 
spielen kann. Die typische Wirkung auf den P-Stoffwechsel tritt auch 
bei Fettkost aut. Dabei fehlen gleichzeitige Verschiebungen des Blut- 
zuckers und der Blutmilchsaure. 


' Szakall, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 166, 301, 1932. — * Ne/flen 
u. Szakdll, diese Zeitschr. 269, 80, 1934. — * Krogh u. Lindhard, Biochem. 
J. 14, 290, 1920. — 4 BE. K. Frey, Deutsch. Zeitschr. f. Chir. 282, 481. 
1931. —° EB. K. Frey, Kraut u. Werle, Klin. Wochenschr. 1932, 8. 846. 
6 Herbig, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 167, 555, 1932. — 7 Altenburge: 
Klin. Wochenschr. 1933, S. 789. 
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Um eine Erklarung der Kallikreinwirkung zu finden, muBten wir 
ner von anderen Gesichtspunkten ausgehen. Der Schiittelfrost mit 
in darauffolgenden Fieber, der nach der intravenésen Zufuhr von 
)Beren Kallikreindosen eintritt, veranlaBte uns, analoge pathologische 
orginge zu studieren. 


Es ist bekannt, da8 Schiittelfrost und anschlieBendes Fieber mit 
‘ner Funktionssteigerung der Leber ursaéchlich zusammenhangt. Das 
‘hinomen wurde zuerst naher von Goldscheider! angedeutet, spéater 
esonders von Schottmiiller*, Dean*, E. F. Miiller und W. F. Petersen4 
ingehend untersucht. Zu seiner experimentellen Auslésung wurden 
Bakterien (verschiedener Art) intravenéds verabreicht. Nach Ablauf 
‘iner gewissen Zeit verschwanden die Keime aus der Blutbahn. Da 
‘nit dem Verschwinden der Keime zeitlich eine intensive Funktions- 
steigerung der Leber (Schiittelfrost) zusammenfiel, lag es nahe, beides 
in einen urséchlichen Zusammenhang zu bringen. Die Abfangtatigkeit 
der Leber erreicht gleichzeitig mit dem Schiittelfrost ihre héchste 
Intensitaét. Die Leberkapillaren sind stark erweitert, gleichzeitig erfolgt 
eine Steigerung auch aller anderen meBbaren Funktionen. Hierzu gehért 
eine enorme Anreicherung von reifen Granulocyten in den Leber- 
kapillaren bei gleichzeitiger Leukopenie im peripheren Blute, eine 
Vermehrung der Gallenausscheidung und der Warmeproduktion. 
Dieser Leukocytenanreicherung und Hyperamie in der Leber folgt eine 
deutliche Glykogenablagerung. 

Man kann mit Kallikrein — einem kérpereigenen Stoff — schon durch 
intravendse Zufuhr einer ganz geringen Menge Trockensubstanz (etwa 
7 KE. gleich 0,7 mg) unter Umstanden Fieber von etwa 2° C Temperatur- 
steigerung hervorrufen, waihrend man bei Verwendung von Bakterien zu 
einem Fieber von gleicher Héhe eine weit gréBere Menge Trockensubstanz 
braucht. Dabei enthielt das von uns benutzte Kallikreinpraiparat noch 
Verunreinigungen, so da® fiir die wirksame Menge ein wesentlich geringeres 
Trockengewicht in Frage kommt. Das Kallikrein muB also im Vergleich 
mit den anderen fiebererregenden Substanzen (diese sind auBer der er- 
wihnten Bakterien, z. B. parenteral zugefiihrtes EiweiB, Metallsalze und 
Metallkolloide®) als ein auBerst wirksamer Stoff bezeichnet werden. 


Das Kallikrein wurde von Frey und Kraut als Hormon angesprochen 
und als seine Bildungsstatte das Pankreas erkannt®. Die Entdecker 


1 Goldscheider, zit. nach E. F. Miiller, Handb. d. allgem. Hamatol., 


Leukocytose u. Leukopenie 1932, S. 777. — #? Schottmiiller, Deutsch. 
Kongr. f. inn. Med. 1914, 8S. 16. — * Dean, Journ. of Pathol. 25, Nr. 3, 
1922. — 4 EB. F. Miiller u. W. F. Petersen. Wir verweisen auf den 


zitierten Abschnitt im Handb. d. allgem. Hamatol., wo eine vollkommene 
Zusammenstellung der Literatur zu finden ist (s. FuBnote! dieser Seite). 
— ® Heubner, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 56, 370, 1907. — ® E. K. 
Frey, Kraut u. Schultz, ebenda 158, 334, 1930. 
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kannten, als die hormonale Natur des Kallikreins zum ersten Mal 
diskutiert wurde, nur seine periphere Kreislaufwirkung und ihre Ab. 
hangigkeit von einem durch den Organismus produzierten spezifische, 
Inaktivator. Demnach haben sie angenommen, da$ das Kallikrein ei: 
hormonaler Regulator des Blutkreislaufs sei. Inzwischen stellte sich, 
aber heraus, daB die Blutdrucksenkung eine Einleitung mehrerer 
Funktionsénderungen stoffwechselphysiologischer Natur darstellt. Dem- 
gemaB ist es notwendig, die hormonale Natur des Kallikreins einer 
neuen Priifung zu unterziehen. 

Die Durchfiihrung unseres Versuchsplanes war dadurch erleichtert. 
daB uns aus den friiheren Arbeiten eine Reihe von Kenntnissen iiber 
den KinfluB des Kallikreins auf innere Organe zur Verfiigung standen. 
Unsere Aufgabe war demnach, eine morphologische Unterlage der 
bereits aufgefundenen — stoffwechselphysiologischen Anderungen 21 
suchen. So lautete die Fragestellung: 

1. Was fiir Anderungen sind nach intravenéser Kallikreinzufuhr in 
dem Blutbild festzustellen, und wie sind diese zeitlich und ursachlich 
mit den stoffwechselphysiologischen Anderungen in Zusammenhang 
zu bringen ? 

In der vorangegangenen Arbeit wurde tiber die Veranderungen de 
Phosphatausscheidung im Harn nach Kallikreinzufuhr berichtet. Wi 
sahen, da®B nach Kallikreinzufuhr zunachst die Nieren gegen P-Ausscheidung 
blockiert werden, worauf eine Mehrausscheidung von P folgt, die innerhalb 
von etwa 10 Stunden auch absolut iiber der Norm liegen kann. Wir ver- 
muteten, da®B auch der Blut-P entsprechenden Anderungen unterwortfen 
sei, und bestimmten deshalb bei den histologischen Blutuntersuchungen in 
Serienversuchen zugleich auch den anorganischen Blut-P-Gehalt. 

2. Welche morphologischen Anderungen sind in den einzelnen 
inneren Organen nach intravenéser Kallikreinzufuhr festzustellen, 
und wie hangen von diesen die stoffwechselphysiologischen und_blut- 
histologischen Veranderungen ab ? 


Methodik. 


Alle Versuche wurden an Hunden ausgefiihrt. Fiir die bluthistologischen 
und chemischen Untersuchungen wahlten wir Hunde, die zum ruhigen 
Liegen dressiert waren. Eine andere Gruppe der Versuchstiere, die zu den 
anatomischen Organuntersuchungen diente, wurde ohne besondere Auswah! 
verwendet. Die Applikation des Kallikreins geschah stets in die V. saphena. 
Die verwendeten Kallikreinlésungen waren die handelsiiblichen Padutin 
priparate (Kallikrein Bayer). Wenn wir anstatt der sterilen Ampullen 
Vorratslésungen aus Flaschen verwendeten, wurden sie zur Sterilisation 
vor jeder Injektion ultrafiltriert. Die Kallikreinmenge nimmt dadurch 
nicht ab. 

a) Technik der bluthistologischen Untersuchungen. 


Fiir diese Versuche dienten teilweise dieselben Hunde, die schon 1) 
den friiheren stoffwechselphysiologischen Kallikreinversuchen verwendet 
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worden waren. Bei den meisten Hunden, die zur Bestimmung des weiBen 
Blutbildes dienten, wurden auch andere Funktionsinderungen, wie Grund- 
umsatz, Temperatur, Harnausscheidung usw. bestimmt. Bei den anderen 
Hunden maBen wir, um neben dem Blutbild wenigstens noch eine weitere 
Veranderung durch Kallikreinzufuhr als Vergleich zu haben, die Kérper- 
temperatur. Die Serienversuche dauerten 5 bis 10 Stunden. Die Zahl der 
weiBen Blutkérperchen wurde in dem aus der V. saphena entnommenen 
Blut bestimmt. Ein Tropfen davon diente zum Ausstrichpraparat. Die 
Zihlung der Leukocyten geschah nach Biirker, die Bestimmung des qualita- 
tiven Blutbildes nach Schilling (Auszihlung von 200 Leukocyten). 


Der anorganische P im Gesamtblut wurde kolorimetrisch nach Bell 
und Doisy! bestimmt. Es wurden stets Parallelbestimmungen in je 1 bis 
2,5eem Blut vorgenommen. Die Analyse erfolgte sofort nach der Blut- 
entnahme, da schon einige Stunden spiter das Blut infolge der Abspaltung 
von anorganischem P aus organischen P-Verbindungen héhere Werte an 
anorganischem P aufwies. 


b) Anatomische Untersuchungen. 

Diese Versuche bezweckten, den Zustand der verschiedenen Organe 
in den einzelnen Stadien der Kallikreinwirkung zu ermitteln. Die Tiere 
wurden dementsprechend eine gewisse Zeit nach der Kallikreineinspritzung 
durch Kopfschu8 getétet und sofort seziert. Um die Phase der Kallikrein- 
wirkung bis zu der Tétung des Tieres bestimmen zu kénnen, wurden Blut- 
bild und K6rpertemperatur untersucht. Die Organe wurden sofort nach 
der Obduktion in 10° iger Formalinlésung fixiert und histologisch auf- 
gearbeitet. Die Schnitte wurden mit Hiamatoxylineosin gefairbt. Vor dem 
Versuch hungerten die Tiere 24 Stunden lang. 


Versuchsergebnisse. 
1. Anderungen des weiBen Blutbildes nach intravenéser Kallikreinzufuhr. 

Die Versuche an zehn normalen Tieren zeigen eindeutig, daB nach 
intravenéser Kallikreinzufuhr sofort eine Leukopenie im _peripheren 
Blute eintritt, die aber bald in eine langdauernde Leukocytose iibergeht. 
Sowohl an der Leukocytose, wie auch an der Leukopenie sind fast 
ausschlieBlich reife Granulocyten beteiligt. Die Zahl der Lymphocyten 
zeigt zuerst eine Abnahme, spater einen allmahlichen, leichten Anstieg. 
Wahrend der Leukocytose ist bei normalen Tieren eine Linksverschiebung 
(im Sinne Schillings) nicht zu beobachten. Monocyten und eosinophile 
Zellen zeigen keine regelmaBigen Anderungen, deshalb verzichten wir 
auf die Wiedergabe dieser Werte. In der Abb. 1 sind drei Beispiele 
der Anderung des weiBen Blutbildes nach intravenéser Kallikrein- 
zufuhr dargestellt. Kurve I zeigt den zeitlichen Verlauf der Anderungen 
des weiBen Blutbildes und deren Zusammenhang mit dem Grundumsatz, 
dem respiratorischen Quotienten und der Kérpertemperatur. Die 


' Ausgefiihrt nach L. Pincussen, Mikromethodik, Leivzig, G. Thieme, 
1928. 
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Leukopenie setzt gleichzeitig mit dem Schiittelfrost ein und halt bis 


zu Ende desselben an. 
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Abb. 1. 


Sobald die Steigerung der Kérpertemperatur 


ihren Hohepunkt erreicht 
hat, am Ende des 
Schiittelfrostes, beginnt dic 
Leukocytenzahl zu steigen 
Kurve IT zeigt als Beispiel, 
daB die Leukopenie in 
kurzen Zeitintervallen hin- 
tereinander auslésbar ist. 

Um zu sehen, wie sich 
das Blutbild nach kleineren 
Kallikreindosen — verhalt. 
gaben den Hunden 
Kallikrein auch in Dosen 
von | bis 3 KE. intravenés. 
Dabei kam kein Schiittel- 
frost Beobachtung. 
Eine geringere Leukopenie 
und darauffolgende geringe 
Leukocytose trat aber deut- 
lich ein (Kurve IIT). Es 
ist beachtenswert, 
klar die Verschiebung in 


also 


wir 


zur 


wie 


der absoluten Zahl der 
Segmentkernigen und 
Lymphocyten zum Aus- 


druck kommt. 


Der Vollstandigkeit hal- 
ber scheint ein kurzer Hin- 
weis auf die Anderung 
der Erythrocytenzahl ange- 
bracht zu sein. Zunichst 
bleibt wahrend der Dauer 


der Leukopenie die Zah! 
der roten Blutk6érperchen 


unverandert. Sie nimmt 
aber gleichzeitig mit dem 
Anstieg der Leukocytenzah! 
ab. Zu dieser Zeit erschei- 
nen im Blute reichlich Ery- 
throblasten. 


Zur Beurteilung der Bedeutung der Leukopenie und der darauf- 


folgenden Leukocytose sind folgende Feststellungen notwendig. 
Grund der Versuche mit Bakterien ist angenommen worden, 
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Leukopenie und Leukocytose kompensatorische Vorginge darstellen!. 
Wahrend der Leberleistungssteigerung findet eine enorme Anreicherung 
von Granulocyten in den Leberkapillaren statt, dadurch tritt eine 
Leukopenie im peripheren Blute ein. Im nachsten Stadium dagegen, 
in dem die Leistungssteigerung der Leber abgeklungen ist, erscheinen 
die in den Leberkapillaren zuriickgehaltenen Leukocyten wieder im 
kreisenden Blute. Dadurch kommt eine voriibergehende Leukocytose 
zustande. Im Gegensatz zu diesen Bakterienversuchen bildet nach 
Kallikreinzufuhr die Leucocytose einen lang-andauernden Vorgang. 
AuBerdem halten auch andere Funktionsinderungen, wie z. B. Grund- 
umsatzerhéhung, Veranderung des respiratorischen Quotienten, Tempe- 
raturerhéhung usw. wahrend der Leukocytose noch an. Da die Zunahme 
dieser Funktionen zusammen mit der Leukocytose als Zeichen fiir 
erhéhte Leistungen innerer Organe angesehen werden darf, ist zu 
vermuten, daB bei der Kallikreinwirkung Leukopenie und Leukocytose 
trotz des zweiphasigen Ablaufs im Grunde auf dieselbe Ursache zuriick- 
gehen. 

Wir stellen uns den Vorgang folgendermaBen vor: Das Kallikrein 
bewirkt nach den anatomischen Untersuchungen erhéhten Zerfall und 
értliche Anreicherung, infolgedessen Mehrbedarf an Leukocyten. Dieser 
wird zuerst aus der laufenden Quelle, dem Blute, befriedigt. Nach seiner 
Ersch6pfung setzt eine erhéhte Leukocytenausschiittung aus dem Knochen- 
mark ein, deren Folgeerscheinung aber, eine Leukocytose, wegen des ge- 
nannten Mehrverbrauchs nicht sofort zur Geltung kommen kann.  Dies« 
tritt erst auf, wenn das gestérte Gleichgewicht zwischen Verbrauch und 
Bildung durch allméhliche Abnahme des Verbrauchs und Zunahme der 
Produktion in entgegengesetzter Richtung verschoben wird. Fiir die Be- 
teiligung des Knochenmarkes an diesem Vorgang spricht, daB einerseits 
die Leukocytose recht betrichtlich ist und lange anhalt, und daB andererseits 
wahrend der Leukocytose im Blute reichlich Erythroblasten erscheinen. 

Fir unsere Annahme lieferten die folgenden Versuche weitere 
Anhaltspunkte. Wahrend bei normalen Tieren nach Kallikreinzufuhr 
eine Linksverschiebung des weiBen Blutbildes im Sinne Schillings 
nicht eintritt, gelang es, eine Linksverschiebung bei Tieren festzustellen, 
an deren Knochenmark auBerste Anforderungen gestellt wurden. 
Kin derartiger Zustand wurde durch 6ftere subcutane Verabreichung 
von Benzol in gréBeren Dosen hervorgerufen (10 ccm pro Tag). Es 
ist bekannt, daB langdauer'nde Benzolbehandlung zu einer irreparablen 
Schidigung des Knochenmarks fiihrt, die dadurch zum Ausdruck 
kommt, daB die Bildung von Leukocyten eingeschriankt wird. Im 
Anfangsstadium der Benzolbehandlung treten dagegen Symptome 
einer starken Knochenmarkreizung auf?. Im Blute erscheinen unreife 


' Siehe FuBnote 1 auf der 8S. 93. 2 Teleky, ‘Klin. Wochenschr. 
1933, S. 472. 
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leukocytare Elemente, wie Jugendformen und stabkernige Leukocyten 
auBerdem sind unreife Zellen erythrocytaren Ursprungs nachweisba1 
Spritzt man dem Tier in diesem Zustande Kallikrein ein, so kommt dic 
Beteiligung des Knochenmarkes an der Kallikreinwirkung dadurch 
zum Ausdruck, daB wahrend der Leukocytose die absolute Zahl der 
unreifen Leukocyten gewaltig 
zunimmt (Abb. 2). Es _ ist 
wichtig zu erwahnen, da bei 
Benzolvergiftung der Schiitte!- 
frost unmittelbar nach der 
Kallikreinzufuhr eintrat. 
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DaB die Leukopenie nu 
eine voriibergehende Gleichge- 
wichtsst6rung zwischen Ver- 
brauch und Nachschub dar- 
stellt, folgt auch aus den Ver- 
suchen an Tieren, die schon 
normalerweise eine auffallend 
niedrige Leukocytenzahl  be- 
sitzen. Bei solchen’ Tieren 
me ae | bleibt die Leukocytenzahl nach 
ote ¢ Pi 60 #22468 Kallikreinzufuhr zunichst un- 
Vor a Lensalichanllp. Mach d Senzolbchanig. vertinnders. Die ae: mppemie oh 
aus, nach einiger Zeit tritt die 


etict ‘Meme del er rensiode . Leukocytose ein. Diese Leuko- 
—-— +» » » Stabhernigen cytose zeigt aber gegeniiber 


—— O-Ausscheidung Harn pro Sta. der Kallikreinreaktion an Tieren 

Abb. 2. mit normaler Leukocytenzahl 

eine etwas verzégerte Entwick- 

lung. Es ist beachtenswert, da8B in diesen Fallen der Schiittelfrost 

nur eine geringe Intensitaét zeigt und der Fieberanstieg verzégert ist. 

Das Kallikrein vermag nach Inaktivierung mit spezifischem Inakti- 

vator eine Anderung der Leukocytenzahl nicht mehr auszulésen. Die 

Blutbildiénderung nach Kallikreinzufuhr kommt auch beim pankreaslosen 
Hund zustande, ebenso wahrend Morphin-Athernarkose. 
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2. Die Verdnderungen des anorganischen Phosphats im Blute nach intravendser 
Kallikreinzufuhr. 

Die intravenése Zufuhr von etwa 20 bis 50 KE. bewirkt im Blute 
von Hunden eine typische Veranderung des Gehalts an anorganischem 
Phosphat. Die sowohl bei Fett- wie bei Kohlenhydratkost gleichsinnig 
verlaufenden Vorginge sind in der Abb. 3 zusammengestellt. Kurve I 
und IT stellen die Mittelwerte von je vier einzelnen an demselben Ticr 
ausgefiihrten Versuchen von etwa eintagiger Dauer dar. Um die Streu- 
ungen zu sehen, wurden auch die einzelnen Werte in die Kurven ein- 
getragen. Sofort nach der Kallikreinzufuhr sinkt der Gehalt an an- 
organischem P im Blute ab. Dann nimmt er, den Ausgangswert iiber- 
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steigend, wieder zu. Nach dem Erreichen eines Maximalwertes sinkt 
der anorganische Blut-P allmahlich auf den Ausgangswert zuriick. 

Die Kurven III und IV zeigen den zeitlichen Zusammenhang der 
Blut-P-Kurve mit der Leucocytenzahl und der P-Ausscheidung im 


Harn, und zwar Kurve III bei gemischter, Kurve IV bei Fettkost. 
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Abb. 3. 
ute ‘ . : > 
a Die Kurve des anorganischen P im Blute folgt der Kurve der Leuko- 
er es 
. gg cytenzahl fast vollkommen. Die Senkung des Blut-P entspricht der 
nig , : 
Leukopenie. Mit dem Anstieg der Leukocytenzahl nimmt auch der 


Blut-P zu und bleibt wahrend einiger Stunden iiber dem Ausgangswert. 
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reu- Diese beachtenswerte Parallelitat zwischen Blut-P und Leukocyten- 
zahl beruht iibrigens nicht auf einer Anderung des Leukocyten-P selbst. 

Der P-Gehalt der Leukocyten reicht nicht aus, um die GréBe der 

Anderung des Blut-P zu erkliren. Denn er betragt nach unseren Er- 
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mittlungen nur 0,38 mg-°,, bei einer Leukocytenzahl von 14000 i: 
lemm Blut. 

Es ist besonders zu betonen, daB8 der Zunahme des Blut-P iibe: 
den Ausgangswert erst in einem gewissen Abstand die Mehrausscheidung 
von Phosphat durch die Nieren folgt; obwohl gleichzeitig eine Zunahme 
des Blut-P und vermehrte Harnbildung stattfindet, erscheint doch 
noch kein Phosphat im Harn. 


Da das Verhalten des Blut-P mit der Anderung der Leukocytenzah| 
vollkkommen iibereinstimmt, kénnte es sich vielleicht auch hier um 
einen gesteigerten Phosphatverbrauch der an der’ Reaktion beteiligten 
Organe handeln, dessen Ausgleich erst aus dem Blute, dann aber aus 
den Knochen bewirkt wird. Wird nun das Gleichgewicht durch Ab- 
nahme des Verbrauchs und den vermehrten Ersatz wieder angestrebt. 
so kommt voriibergehend eine Zunahme des Blut-P zustande. Vielleicht 
beteiligt sich hieran auch der unter der Kallikreinwirkung in die Organe 
gelangte, spiter aber frei werdende Phosphor. Fir die Ausschiittung 
von P aus den Knochen spricht die Tatsache, daB beim hungernden 
Tier die P-Ausscheidung im Harn bis auf das Mehrfache des Ausgangs- 


wertes steigen kann. 


3. Morphologische Anderungen innerer Organe nach intravendser 
Kallikreinzufuhr. 

In der Einleitung wurde erwahnt, daB aus der Pathologie bekannte, 
der Kallikreinwirkung ahnliche Erscheinungen, die ebenfalls durch 
einen Schiittelfrost eingeleitet werden, mit typischen anatomischen 
Veranderungen der Bauchorgane verknipft sind. Diese Veranderungen 
bestehen im ersten Stadium ausschlieBlich aus einer Alteration de: 
GefaBkapillaren, die im ganzen in einer Verschiebung der Blutverteilung 
zugunsten des Splanchnicusgebietes zum Ausdruck kommt. Auf Grund 
dieser Analogie, aber auch auf Grund der Tatsache, daB die Kallikrein- 
wirkung als akuter, innerhalb 5 bis 10 Stunden abklingender Vorgany 
verlauft, haben wir morphologische Anderungen ebenfalls akuter Natur. 
namlich Anderungen, die sich auf eine Verschiebung der Blutverteilung 
beziehen, erwartet. Daher haben wir im Laufe der Untersuchungen 
den GefiBen der Bauchorgane besondere Aufmerksamkeit gewidmet 


a) Stadium der akuten Blutdrucksenkung. 


Dieses Stadium entspricht der von Frey und Kraut festgestellte: 
akuten Erweiterung der peripheren GefaiBe!. Es dauert in der Zeit zwische: 


Kallikreinzufuhr und dem Eintritt des Schiittelfrostes an und wurde vor 


uns als Inkubationszeit bezeichnet. Das anatomische Bild von zwei Tiere! 


192s 


1 BE. K. Frey u. Kraut, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 133, 1, 
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lie nach intravenéser Zufuhr von 35 KE. getétet wurden, laBt sich folgender- 
inaBen beschreiben. Die Organe der Bauchhéhle zeigen hochgradige Anamie. 
Auf den Schnittflachen der Organe (Leber, Pankreas, Nieren) kommt 
kaum Blut zum Vorschein. Die GefaiBe der Bauchhdéhle sind fast blutleer. 
jie Anaémie entspricht dem Befund von Frey und Kraut, die festgestellt 
haben, daB in diesem Stadium das Volumen der Splanchnicusorgane infolge 
CGiefaBverengerung abnimmt im Gegensatz zu der Blutiiberfiillung in der 
Peripherie und im Gehirn. 

Es ist interessant, das histologische Bild der Leber zu betrachten. In 
dem blassen Lebergewebe liegen die Leberbalken dicht nebeneinander. 
Die GetiBendothelzellen kommen zwischen den Leberbalken sehr schén 
zum Ausdruck; sie liegen — ohne Lumina zu verraten — in dichten Reihen 
nebeneinander, dadurch verleihen sie den Eindruck, als ob der Schnitt 
mit Mohnkoérnchen bestreut ware. 


b) Stadium des Schiittelfrostes. 


In diesem Stadium findet die Leukopenie und der Fieberanstieg statt. 
Das Sektionsbild (zwei Hunde) zeigt eine starke Hyperaimie des Magen- 
Darmkanals und der Leber. Die Venen der Bauchhéhle, besonders des 
Mesenteriums, sind mit Blut iiberfiillt. Die DarmgefaBe sind bis in die 
feinsten Verastelungen zierlich injiziert. Die Darmschlingen zeigen eine 
hellrosa Farbe, ihre Oberflache ist feucht ; wenn man sie mit weiBem Papier 
heriihrt, wird es hellrot gefarbt. Die Leber ist stark vergr6Bert, ihre Kapsel 
vespannt. Sie ist leicht zerreiBbar, locker. Die Oberflache zeigt eigenartige 
Zeichnungen; man sieht dunkelrote Inseln von etwa 5-Mark-Stiick GréBe. 
Dazwischen liegen etwas eingezogene Gebiete von normaler Farbe. Aus 
den Schnittflachen tritt reichlich Blut. Das Pankreas und die Nieren 
scheinen nur um ein geringes weniger von der Hyperimie betroffen zu 
sein. Der Darminhalt ist, obwohl die Tiere 24 Stunden hungerten, reichlich. 
Er besteht hauptséchlich aus zaher, dickfliissiger Galle und besonders im 
Jejunum aus hellgrauen, viskosen Massen. Die Schleimhaut des Darms 
ist geschwollen und stark hyperamisch. 

In dem mikroskopischen Bild der Leber wechseln inselweise normale 
und hyperamische Teile. Wahrend in den Teilen mit normaler Blutfiillung 
die Kernfarbung der Leberzellen und auch der GefaBelemente gut erhalten 
ist, ist in den hyperamischen Inseln eine Lockerung des physiologischen 
Verbandes der Leberzellen festzustellen. Die Hyperimie ist aktiver Natur. 
was durch die starke Erweiterung der arteriellen Gefa8e und Kapillaren 
zu erkennen ist, die 6fters mit Erythrocyten férmlich thrombosiert sind 
Die Endothelzellen der GefaiBe sind stark geschwollen. Eine Emigration 
von korpuskularen und fliissigen Blutelementen ist deutlich zu erkennen. 
Es ist bemerkenswert, daB eine Anreicherung von Leukocyten in den Leber- 
kapillaren, wie sie nach intravenéser Bakterienzufuhr im Stadium des 
Schiittelfrostes oft. beschrieben wurde, hier nicht zu beobachten ist. Das 
Bild wird im allgemeinen von exsudativen Erscheinungen beherrscht. 
Daneben sind auBerhalb der GefaBe deutliche Zeichen fiir das Zugrunde- 
gehen der Leukocyten zu sehen. Man findet reichlich blasse, geschwollene 
Granulocyten mit schlechter oder fehlender Kernfarbung. Die GefaBe 
des Magen-Darmkanals bieten ein ahnliches Bild. Die GefafSe der Sub- 
mucosa und Mucosa, aber auch diejenigen der Muskelschicht sind auBer- 
ordentlich mit Blut iiberfiillt. In den Darmzotten kommen besonders 
reichlich Kapillaren zum Vorschein. Die Schleimhaut ist locker, stark mit 
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korpuskularen und fliissigen Blutelementen infiltriert. [Im mikroskopische: 
Bild des Pankreas und der Nieren ist eine Hyperaémie der Langerhansschen 
Inseln bzw. der Glomerulen zu erkennen. Die beiden Gewebselement: 
scheinen von der Hyperimie elektiv betroffen zu sein. Nur selten findet 
man in den Nieren eine Erweiterung der um die Tubuli contorti und dic 
Henleschen Aste liegenden GefaBe. 


c) Stadium des Fieberabfalles. 

2 Stunden nach dem Abklingen des Schiittelfrostes wurden zwei Hunde 
getétet. Das anatomische Bild des Splanchnicusgebietes ist noch immer 
durch eine hochgradige Hyperimie gekennzeichnet. Auch das histologische 
Bild ist im aflgemeinen gegeniiber dem Stadium des Schiittelfrostes un 
verindert. Die emigrierten Leukocyten zeigen jedoch eine beachtenswerte 
Anderung. Wahrend in dem Stadium des Schiittelfrostes in den Gebieten 
der Exsudation vorwiegend ein Zugrundegehen von Leukocyten beobachtet 
wird, zeigen die Leukocyten jetzt eine tadellose Kernfirbung. Dabei ist 
die Leukocytenanhaufung auBerordentlich gro8. Eine lebhafte Phagocytose 
kommt dadurch zum Ausdruck, daB die Granulocyten mit Pigmentkérnchen 
belagert sind. 

Zur Beurteilung der Hyperimie ist es wichtig, den Befund an einem 
Hund zu erwahnen. Als wir das Tier téteten, traf die Kugel zufallig in die 
rechte Carotis, so daB das Tier viel Blut verlor. Dieser Blutverlust war 
auf den Grad der Hyperimie des Splanchnicusgebiets ohne EinfluB. 

_ Zwei Hunde wurden 5 Stunden nach dem Schiittelfrost getétet. Nach 
Offnen der Bauchhéhle konnten wir feststellen, daB die Spannung und 
Hyperimie der Organe bedeutend nachgelassen hatte. Die histologische 
Untersuchung fiihrte zu folgenden Resultaten. In der Leber waren hyper- 
amische Inseln nur sparlich. Ehemals hyperamische Inseln sind noch durch 
hochgradige Leucocytenanreicherung — auBerhalb der Kapillaren — zu 
erkennen. Die Leucocyten sind reichlich mit Pigmentkérnchen belagert. 
Ebenso ist als Folge der vorangehenden aktiven Hyperaémie und 
Emigration auch in anderen Organen, wie Darm, Pankreas, Nieren, Neben- 
nieren, eine 6rtliche Leukocytenanreicherung mit Phagocytose zu sehen. 

Aus den einzelnen histologischen Beobachtungen gewinnt man 
folgendes Bild. Auf eine voriibergehende Anaimie des Splanchnicus- 
gebiets, die nach Frey und Kraut durch eine Uberfiillung der Gefafec 
der Peripherie bedingt ist, folgt eine Uberfiillung der GefiBe in 
den intraperitoneal gelegenen Organen. Diese Verschiebung der 
Blutverteilung zugunsten des Splanchnicusgebiets ist mit Schiittel- 
frost verbunden. Die Hyperamie des Splanchnicusgebiets ist aktiver 
Natur, eine Alteration der GefaiBkapillaren in Leber, Darm usw. ist 
deutlich zu erkennen. Die Kapillaralteration fiihrt zu erhéhter Durch- 
lassigkeit. Das Exsudatum besteht aus fliissigen und korpuskularen 
Bestandteilen, wobei zahlreiche Leukocyten zugrunde gehen. Dieses 
erste Stadium des Vorgangs fallt zeitlich mit einer Leukopenie im 
peripheren Blute und einer Abnahme des Blutphosphats zusammen. 
Die N-Ausscheidung wird erhéht, dagegen setzt eine Phosphorblockade 
der Nieren ein. Der Umsatz ist auch nach dem Abklingen des Schiittel- 
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frostes erhéht. Es treten typische Verénderungen des respiratorischen 
Quotienten auf. 

Vom Ende des Schiittelfrostes bzw. vom Beginn der Leukocytose 
an zeigt das histologische Bild eine allmahlich einsetzende Restitution. 
Obwohl die Hyperimie des Splanchnicusgebiets zunichst noch mit 
unveranderter Intensitat anhalt, sieht man dértliche Anreicherungen 
von Granulocyten mit Pigmentbildung bzw. Phagocytose. Der Grad 
der Exsudation und Hyperimie nimmt dann bis zu der fiinften Stunde 
nach der Kallikreinzufuhr ab, so daB gegen Ende des Vorgangs an Stelle 
der friiheren hyperaémischen Inseln nur noch ortliche Anreicherungen 
von mit Pigmentkérnchen belagerten Leukocyten zu sehen sind. 


Der Erholungsvorgang geht mit Fieberabfall vor sich. Umsatz- 
und Respirationsquotientanderungen zeigen ebenfalls einen allmahlichen 
Riickgang. Betrachtet man einerseits die allmahliche Zunahme der 
értlichen Anreicherung von Leukocyten in Leber, Darm, Pankreas, 
Nieren und Nebennieren, andererseits die gewaltige, langdauernde 
Leukocytose, so scheint es berechtigt, die Leukocytose als eine echte 
Steigerung der Knochenmarkfunktion anzusehen. 


Besprechung. 


Um das Wesen der Kallikreinwirkung beurteilen zu kénnen, ist 
es notwendig, zu entscheiden, was als die primaire Erscheinung nach 
Kallikreinzufuhr angesehen werden darf, von der die anderen abzuleiten 
sind. Es ist zunachst festzustellen, daB Unterschiede in der Wirkung 
bestehen, je nachdem kleinere (etwa 1 bis 7 KE.) oder gréBere (iiber 
etwa 7 KE.) Kallikreinmengen eingefiihrt werden. Spritzt man intra- 
venés kleinere Kallikreinmengen ein, so tritt sofort die von Frey und 
Kraut beschriebene, voriibergehende Blutdrucksenkung ein. Diese 
akute, von einer Steigerung der Pulsamplitude begleitete Blutdruck- 
senkung beruht auf der Erweiterung der Kapillaren der Haut, des 
Gehirns und der Lungen. Gleichzeitig mit der Blutiiberfiillung in der 
Peripherie findet eine durch Anaimie bedingte Abnahme des Leber-, 
Pankreas-, Nieren- und Darmvolumens statt. Frey und Kraut erblicken 
in dieser Andimie der Splanchnicusorgane einen kompensatorischen 
Vorgang zu der Blutiiberfiillung in der Peripherie. Spritzt man aber 
Kallikrein in gréBeren Mengen ein, so folgt auf die voriibergehende 
Animie und Blutdrucksenkung, eingeleitet durch einen Schiittelfrost, 
eine aktive Hyperimie des Splanchnicusgebiets. Die anatomischen 
Untersuchungen zeigen in diesem Zeitpunkt eine Anreicherung von 
korpuskularen und fliissigen Blutbestandteilen in den Organen des 
Splanchnicusgebiets, als Folgeerscheinung einer Alteration der Ka- 
pillaren. Wenn man den Blutdruck nach gréBeren Kallikreindosen 
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mit dem Ludwigschen Quecksilbermanometer miBt, so sieht man, dai} 
die Blutdrucksenkung viel langer dauert als die Steigerung der Puls 
amplitude. Sie nimmt zwar nach der Kallikreinzufuhr zunachst rasc), 
ab, kehrt aber erst in etwa !/, Stunde zu dem Ausgangswert zuriick 
Bei normalen Tieren tritt der Schiittelfrost und die Blutiiberfiillung 
des Splanchnicusgebiets bei gréBeren Kallikreindosen nicht sofort 
nach der Einspritzung, sondern erst nach Ablauf etwa '/, Stunde ein. 
Demnach fallt das Abklingen der Blutdrucksenkung mit dem Beginn 
des Schiittelfrostes und damit dem Beginn der Blutiiberfiillung der 
Leber usw. zusammen. 


Eine Zustandsainderung der GefiBe spielt also nicht nur in dem 
ersten durch Frey und Kraut beschriebenen Stadium der Blutdruck- 
senkung eine Rolle ; auch die mit Schiittelfrost beginnenden Erscheinungen 
nach gréBeren Dosen werden mit einer Kreislaufwirkung eingeleitet, 
die jedoch in einer Verschiebung des Blutes nach dem Splanchnicus- 
gebiet besteht. Es ist daher nicht iiberraschend, da8 nach Inaktivierung 
des Kallikreins mit dem spezifischen Inaktivator nicht nur die akute 
Blutdrucksenkung, sondern auch die darauffolgende Blutverschiebung 
nach dem Splanchnicusgebiet ausbleibt. 


Der geschilderte Vorgang berechtigt zu der Annahme, daB es sich 
bei der Kallikreinwirkung um einen zweiphasigen Kreislaufvorgang 
handelt, der in der Veranderung der Blutverteilung zum Ausdruck 
kommt. In der ersten akuten Phase der Blutdrucksenkung str6mt das 
Blut in die peripheren GefaéBe; das Splanchnicusgebiet wird anamisch. 
Die darauf eintretende Blutverschiebung zugunsten des Splanchnicus- 
gebiets fiihrt zu einer Einschrankung der Funktionen in den peripheren 
Gebieten. Der in diesem Stadium eintretende Schiittelfrost ist ur- 
sichlich mit der Abnahme der Durchblutung in der Haut in Zusammen- 
hang’zu bringen. Von diesem Zeitpunkt an werden Erscheinungen 
beobachtet, die als Zeichen erhéhter Organleistungen im Splanchnicus- 
gebiet angesehen werden diirfen. 

Als zweites interessiert uns die Frage, welches Moment die un- 
mittelbare Ursache fiir das Zustandekommen der Hyperamie und damit 
fiir die Anderung der verschiedenen Funktionen bildet. Die histologische 
Untersuchung lehrt, daB die Hyperaimie als aktiv zu bezeichnen ist. 
Wir sahen auBer der auffallend starken Erweiterung der Kapillaren 
auch eine Emigration von fliissigen und korpuskuliren Blutelementen 
in das Parenchymgewebe. Eine Verblutung des Versuchstieres aus der 
Carotis war auf die Intensitat der Hyperimie ohne EinfluB. Fiir eine 
Alteration der Kapillaren spricht auch der Befund, da8 wir oft mit 
Erythrocyten thrombosierte GefaBe fanden, wobei das GefaBendothe! 
eine Schwellung zeigte. 
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Erhoéhte Durchlassigkeit der Kapillaren nach groBen Kallikreindosen 
haben auch Frey und Kraut beobachtet’. Nach dem Abschlu8 des zur Ver- 
ffentlichung gekommenen Versuchsmaterials ist es gemeinsam mit H. Burger 
velungen, eine gefaBerweiternde Wirkung des Kallikreins auch an der 
iiberlebenden, kiinstlich durchstr6émten Kaninchenleber festzustellen. Auch 
Zip{ und Giese* berichten iiber direkte Beobachtungen an den Kapillaren 
des Splanchnicusgebiets nach intravenéser Kallikreinzufuhr bei Kaninchen 
und Fréschen. Zunachst kam es zu starker Verlangsamung der Strémung 
in den Arteriolen, Kapillaren und Venulae des Mesenteriums. Nach 1 bis 
2 Minuten wurde die Durchstr6mung rascher und die Kapillaren stark 
erweitert. Friedldnder® berichtet iiber ahnliche Befunde. 

Als unmittelbare Ursache fiir das Zustandekommen der H yperimie 
kann man demnach cine primdre Alteration der GefaBkapillaren im 
Sinne einer erhdhten Durchldssigkeit nach der Zufuhr von Kallikrein 
annehmen. 

Die besprochenen anatomischen Anderungen stellen den morpholo- 
gischen Hintergrund der Funktionsénderungen stoffwechselphysiologi- 
scher Art dar. Diese diirfen als Folgen und Begleiterscheinungen der 
Alteration der Kapillaren angesehen werden. Wahrend man als Begleit- 
erscheinungen der Kapillaralteration in der Peripherie neben Blut- 
drucksenkung nur eine voriibergehende Erhéhung des O,-Verbrauchs 
und eine geringe, aber typische Verschiebung der Leukocytenzahl und 
des Blutbildes feststellen kann, erstrecken sich diese beziiglich des 
Splanchnicusgebiets auf mehrere Funktionen. Die initiale, mit der 
peripheren Blutdrucksenkung verkniipfte Erhéhung des O,-Verbrauchs 
laBt sich dadurch erklaren, daB infolge der Erweiterung der Kapillaren 
in der Haut, den Muskeln und dem Gehirn die Durchblutung gréBer 
und der O,-Gehalt der Gewebe auf ein héheres Niveau gestellt wird. 
Wahrend man die Erhéhung der Warmeproduktion mit der Alteration 
der Kapillaren auch des Splanchnicusgebiets in Verbindung bringen 
konnte, geben uns die anderen Funktionsainderungen, wie Leukopenie 
und Leukocytose, Erhéhung des N-Umsatzes, Verainderung des P-Stoff- 
wechsels, Diurese usw. zu der Vermutung AnlaB, da sie die Folge 
erhéhter Leistungen mehrerer Organe sind: dadurch wird eine einheit- 
liche Beurteilung ihres Mechanismus unmdglich gemacht. Es wurde 
gezeigt, daB die verschiedenen Organe des Splanchnicusgebiets gleich- 
zeitig von der Kapillaralteration betroffen werden. Dementsprechend 
treten erhéhte Léistungen von Geweben auf, die verschiedene Strukturen 
und Aufgaben besitzen. 


AuBer der Erhéhung der Warmeproduktion scheint die Anderung 
des P-Stoffwechsels in Verbindung mit der Leukopenie und Leuko- 


1 Frey u. Kraut. Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 138, 1, 1928. — 
> Zipf u. Giese, ebenda 171, 111, 1932. — * Friedlander, Die Wirkung des 
Kallikreins (Padutins) auf die GefaBe (Inaug.-Diss. Diisseldorf 1931). 
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cytose eine allgemeinere Bedeutung zu haben. Viele Analogien deuten 
darauf hin, da8 Veranderungen des P-Stotfwechsels ebenso wie im 
Falle der Kallikreinwirkung als Zeichen einer allgemeinen Alteration 
der Kapillaren angesehen werden kénnen. 

Zu den sinnfalligsten Wirkungen des Insulins gehért neben der Senkung 
des Blutzuckers auch der EinfluB auf den P-Stoffwechsel, der sich nach 
parenteraler Injektion von Insulin in gleicher Weise verandert, wie bei 
physiologischer Aktivierung des Inselorgans durch Kohlenhydratzufuhr. 
Das Absinken des anorganischen Phosphors im Blute und der Phosphate 
im Harn nach Insulinzufuhr wird als ein Ausdruck dafiir angesehen, dat 
das Phosphat in den intermediiren Kohlenhydratstoffwechsel einbezogen 
wird'. DaB diese Abnahme des Blut- und Harnphosphors dieselbe Bedeutung 
wie im Falle der Kallikreinwirkung haben kann, wird dadurch wahrscheinlich 
gemacht, daB auch nach Insulinzufuhr zwischen P-Stoffwechsel und Leuko- 
cytenzahl eine weitgehende Parallelitét besteht. Wie aus den Arbeiten 
von Térék*, Neumann®, Levine, Victor und Kolars*, Boden, Determann und 
Wankell’, E.F. Miller® hervorgeht, tritt auch nach Insulinzufuhr ein 
voriibergehender Abfall der Leukocytenzahl ein, dem spater, nach etwa 
3 Stunden, ein Riickgang auf normale Werte oder eine Vermehrung dariiber 
hinaus folgt. Diese Reaktion der Leukocyten tritt mit wechselnder Intensitat 
ein. Manchmal ist die initiale Leukopenie gering oder bleibt sogar aus; 
auch die Leukocytose fallt manchmal weg, betragt aber oft 40 bis 50°, des 
Ausgangswertes. 

Die Tatsache, daB die Beeinflussung des P-Stoffwechsels und der 
Leukocytenzahl nach Insulin- und Kallikreinzufuhr parallel erfolgt, 
JaBt die Rolle der Phosphate in einem neuen Licht erscheinen. Bollinger’ 
konnte ahnliche Veranderungen des P-Stoffwechsels, wie unter Insulin- 
und Kallikreinwirkung, auch nach Zufuhr von Coffein, Euphyllin, 
Theophyllin und Strophantin, sogar nach Adrenalin zeigen. Auch 
wir konnten in einer noch nicht publizierten Versuchsreihe diese Ver- 
ainderungen des P-Stoffwechsels nach intravenéser Zufuhr von Amino- 
siuren (Glykokoll, Alanin, Glutaminsiure) feststellen. Die Reaktion 
JaBt sich also auf keinen Fall als eine spezifische Wirkung eines Stoffes, 
wie z. B. des Insulins, bezeichnen. 

Das Verschwinden der Phosphate aus der Blutbahn nach Insulinzufuli 
wurde durch deren Teilnahme am Kohlenhydratstoffwechsel erklart. Wu 
haben friiher auch im Falle der Kallikreinwirkung angenommen, dai das 
Verschwinden der Phosphate mit einer Beeinflussung des Kohlenhydrat- 
stoffwechsels in Zusammenhang stehen kénnte. Zu dieser Vermutung 


! Eine sehr eingehende Besprechung der Literatur findet sich in den 
Arbeiten von Wierzuchowsky, diese Zeitschr. 280, 187, 1930 und H. Kk. 


Barrenscheen u. R. Berger, ebenda 189, 302, 1927. — * Térék, Wiener klin. 
Wochenschr. 1925, S. 1187. — * Newmann, ebenda 1925, 8S. 1265. — 
4 Levine, Victor u. Kolars, Ref. u. Kongr. Zentralbl. 41, 499. — ® Boden. 
Determann u. Wankell, Klin. Wochenschr. 1926, 8. 1761. — ® EB. F. Miiller. 
ebenda 1926, S. 53 und 1025. — 7 Bolliger, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 


59, 717, 1927. 
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en _ haben uns gleichzeitige Anderungen des Blutzuckers und des respiratorischen 
im _ Quotienten, die der Insvlinwirkung sehr ahnlich waren, Veranlassung 
gegeben. Bei den spateren Versuchen stellte sich aber heraus, daB eine 
Abnahme des Blutzuckers nicht unbedingt der Kallikreinzufuhr folgt. 
und wenn sie vorhanden ist, eine weit geringere Intensitat zeigt als im Falle 


On 





ing der Insulinwirkung, so daB diese mit der Abnahme des Blutphosphats 
ch — «uantitativ auf keinen Fall in Zusammenhang gebracht werden konnte. 
bei Kine Beteiligung der Phosphate an dem intermediaren Kohlenhydratstoff- 
hr. _ weechsel unter Kallikreineinflu8 wurde dadurch noch unwahrscheinlicher 
ate gemacht, daB eine Beeinflussung des P-Stoffwechsels auch bei Fettkost 
lal mit voller Intensitaét eintrat. Auch im Falle der Insulinwirkung bezweifeln 
ren) iibrigens Hdusler und Loewi' eine direkte Teilnahme der Phosphate an dem 
Ing intermediaéren Kohlenhydratstoffwechsel. 
ich Die Annahme, daB die erwaihnte Veranderung des P-Stoffwechsels 
ko- eine allgemeine Bedeutung haben kann und nicht an eine spezifische 
- Funktion eines Organs gekniipft ist, wird dadurch weiter bestatigt, daB 
ind der P-Stoffwechsel im Falle der Insulin- wie der Kallikreinwirkung auch 
ig in Einzelheiten gleichen GesetzmaBigkeiten unterliegt. Wie beschrieben 
wurde, folgte der Kallikreinzufuhr sogleich eine Abnahme des anorganischen 
ner Blutphosphors, spiter eine Zunahme bis iiber den Ausgangswert. Gleich- 
_ zeitig mit der P-Abnahme im Blut nimmt auch die P-Ausscheidung im 
“2 Harn bis auf einen Minimalwert ab. Bei der Zunahme des Blutphosphors 
des tritt aber eine Mehrausscheidung an P im Harn nicht sofort, sondern erst 
in einem gewissen Abstand (nach etwa 2 Stunden) ein. Die gleiche Er- 
der [fF scheinung 148t sich auch nach Insulinzufuhr beobachten. Barrenscheen 
let, und Berger? fanden, daB die P-Ausscheidung im Harn noch immer blockiert 
rer? bleibt, oder weiter absinkt, wihrend der Wert des Blutphosphors sein 
j | Minimum schon langst iiberschritten hat und dem Ausgangswert wieder 
lin- - zustrebt. 
iin, DaB der Abnahme des Blutphosphors sofort eine Abnahme der Harn- 
uch phosphate folgte, versuchte Adolf? dadurch zu erklaren, daB das Phosphat 
Ter- bei seiner Ausscheidung durch die Nieren eine Schwelle besitzt, die nach 
no- seinen Angaben etwa 2,9 mg-°, anorganisches Phosphat im Blute betragt. 
-_ Obwohl diese Zahl mit unserem Blut-P-Wert im Stadium der Phosphor- 
| verarmung lbereinstimmt, ist doch die Tatsache schwer in Einklang mit 
fes, der Schwellentheorie zu bringen, daB dem Wiederanstieg des Blutphosphors 
nicht sofort eine P-Ausscheidung im Harn folgt. Zu diesem Schlu8 kommen 
ahr auch Barrenscheen und Berger. Eine andere Méglichkeit zur Klarung des 
Wi eigenartigen Zusammenhangs zwischen Blut- und Harnphosphor diskutiert 
das Robinson*. Er vertritt den Standpunkt, daB die Phosphate in den Nieren- 
rat- zellen durch Phosphatase gespalten werden. Er nimmt an, da® die Phosphat- 
ung spaltung durch Insulin gehemmt wird. Dagegen spricht wieder im Stadium 
der P-Blockade die Feststellung einer Diurese, die auf eine vermehrte 
_ Nierentatigkeit schlieBen liBt. Auch die anatomischen Untersuchungen 
_K. zeigten in diesem Stadium eine Hyperimie der Niere. Es ist schwer vor- 
a zustellen, daB bei einer vermehrten Nierentatigkeit nur die P-spaltende 
‘ed Wirkung der Nierenzellen gehemmt oder eingestellt wird. 
den. 
iller. ' Hdusler u. Loewi, diese Zeitschr. 210, 238, 1925. — ? Barrenscheen 
led. u. Berger, s. FuBnote l.c. — * Adolf, Amer. J. of Physiol. 74, 93, 1925. 


- 4 Robinson, Biochem. J. 17, 286, 1923. 





108 A. Szakall: 


Wenn das Verhalten des Ausscheidungsorgans keine ausreichend 
Erklarung fiir die genannte Erscheinung gibt, so bleibt die Méglichkeit, 
eine Ursache dafiir im Phosphatstoffwechsel selbst zu suchen. Scho: 
Robinson vermutete, daB die unter Insulinwirkung entstehenden Phospho: 
siureester fiir die Nierenzellen weniger angreifbar seien. Barrenschec, 
und Berger konnten diese Annahme durch ,,in vitro‘‘-Versuche bestatige: 
Diese Erklarungsméglichkeit st6Bt auch beziiglich der Kallikreinwirkuny 
auf keine Widerspriiche, obwohl kein zwingender Grund fiir die Annahm: 
der Bildung einer schwer angreifbaren P-Verbindung vorliegt. Dir 
Zunahme des Blutphosphors iiber den Ausgangswert kann sich auf zwei 
Quellen verteilen, einerseits auf Knochenphosphate, andererseits aut 
Phosphate, die nach dem Abklingen der Kallikreinreaktion von den Organen 
wieder freigegeben werden. So kénnte man daran denken, daB vielleicht 
nur die Phosphate durch die Nieren zur Ausscheidung kommen, die in den 
Organen eine Anderung erleiden und dadurch fiir die Nierenzellen an 
greifbar werden. Diese Vermutung gewinnt in der Tatsache eine Unte1 
stiitzung, daB eine Mehrausscheidung von Phosphat im Harn erst dann 
erfolgt, wenn das Fieber schon abgeklungen ist. Die anatomischen Unter 
suchungen zeigen, daB dieser Zeitpunkt mit dem Verschwinden der hype 
amischen Erscheinungen zusammenfallt. 

Bringt man die Anderung des Phosphatstoffwechsels mit der 
Anderung der Leukocytenzahl in Verbindung, so erscheint sie unter 
einem neuen Gesichtspunkt. Wie man histologisch nachweisen konnte, 
ist die gleichsinnige Anderung des Phosphatstoffwechsels und der 
Leukocytenzahl mit erhéhter Permeabilitét der Kapillaren verbunden 


Da nun alle anderen Stoffe, die gleiche Verinderungen des Phosphat- 
stoffwechsels auslésen, ebenfalls Kapillarwirkung besitzen!*, ist dic 
Annahme berechtigt, die gezeigte Verinderung des P-Stoffwechscls 


als allgemeine Begleiterscheinung einer Kapillaralteration zu bezeichnen. 


Frey und Kraut fihrte folgender Gedankengang zu der Behauptung. 
daB das Kallikrein im Organismus ein Hormon ist. Kallikrein ist cin 
kérpereigner Stoff von auBerordentlich groBer Wirksamkeit, von dem 
durch die Warmbliiternieren taglich 300 bis 1000 Einh. ausgeschieden 
werden. Nach den Untersuchungen der genannten Autoren scheint 
aller Wahrscheinlichkeit nach das Pankreas die Bildungsstatte des 
Kallikreins zu sein. Das Kallikrein verliert seine Wirkung durch Kochen 
und wird durch einen im Blute vorhandenen Inaktivator, ebenso auch 
durch Extrakte aus den Ohrspeichel- und Lymphdriisen von Rindern 
reversibel in eine pharmakologisch unwirksame Verbindung tibergefiihrt 

Die Festigkeit der Bindung zwischen Kallikrein und Inaktivator wird 
durch kleinste Schwankungen in der Reaktion der Lésung auBerordentlich 
stark beeinfluBt. Wahrend bei py 7,8 eine Kallikreineinheit durch eine 
Inaktivatoreinheit gebunden wird, sind bei py 7,2, also bei neutrale: 
Reaktion, zwei Inaktivatoreinheiten notwendig, um eine Hormoneinheit 2. 


t Szakdll, Deutseh. Arch. f. klin. Med. 153, 206, 1926. — ? Heks u 
Szakdll, ebenda 154, 365, 1927. 
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hinden, bei py 6 sogar 6 Einh., wahrend bei py 5 itiberhaupt keine Bindung 
zwischen Kallikrein und Inaktivator mehr erfolgt. Schon eine minimale 
Verschiebung der Wasserstoffionenkonzentration nach der sauren Seite 
geniigt, um aus der inaktiven Verbindung eine kleine Menge des gefaB- 
erweiternden Stoffes in Freiheit zu setzen. Es ist nachgewiesen worden, 
daB8 das Kallikrein unter physiologischen Bedingungen in inaktiver Form 
in der Blutbahn kreist. Die Sprengung der inaktiven Verbindung durch 
Verschiebung der Reaktion nach der sauren Seite innerhalb des lebenden 
Organismus konnte Frey durch folgenden Versuch beweisen!. In einer 
abgeschniirten Extremitat sammeln sich saure Stoffwechselprodukte an, 
wodureh die inaktive Verbindung gelést wird. Das Kallikrein wird frei 
und erweitert die Kapillaren. Nach der Lésung der Abschniirung bewirkt das 
frei gewordene Kallikrein zuerst eine allgemeine Blutdrucksenkung, wird 
aber alsbald im tibrigen Organismus, wo das Blut seine normale Reaktion 
behalt, durch den im Uberschu8 vorhandenen Inaktivator wieder gebunden. 

Das Kallikrein befindet sich also als inaktive Verbindung im Blute 
in emer Art von Bereitschaftsstellung, und aus dieser Bereitschafts- 
stellung heraus kann es sofort in die aktive Form da iibergefiihrt werden, 
wo Stoffwechselvorgange es bestimmen. Auf zwei ganz verschiedenen 
Wegen kann das Kallikrein im Organismus vermehrt zur Wirkung 
gelangen, einmal dadurch, da8 das Pankreas eine gréBere Menge des 
aktiven Stoffes abgibt, das andere Mal dadurch, daB eine Aktivierung 
des im Blute stets in groBen Mengen vorhandenen inaktiven Kallikreins 
durch Stoffwechselvorgange erfolgt. Zweifellos greift auch das Aus- 
scheidungsorgan des Kallikreins, die Niere, in den Haushalt dieses 
kreislaufaktiven Stoffes mitbestimmend ein. 

Die Frey-Krautsche Annahme iiber die hormonale Natur des 
Kallikreins bezog sich auf die peripher bedingte Blutdrucksenkung. 
Ks wurde gezeigt, daB im Vordergrund dieser Erscheinung eine Alteration 
der peripheren Kapillaren steht. Wie aus unseren Versuchen hervorgeht, 
bewirkt aber das Kallikrein — wenn man die Dosis steigert — eine 
Alteration der Kapillaren auch im Splanchnicusgebiet, die mit mehreren 
stoffwechselphysiologischen und histologischen Erscheinungen verkniipft 
ist. Diese Resultate geben uns Veranlassung, die Frey- Krautsche An- 
nahme auch auf diese Funktionsainderungen zu iibertragen. 

Der schlagende Beweis einer Ausfallerscheinung unterstiitzt die 
Annahme der Hormonnatur des Kallikreins bisher noch nicht. Die 
bis jetzt vorliegenden Kenntnisse beziehen sich nur auf die Wirkungen 
des Kallikreins und auf die Bedingungen ihres Zustandekommens. 
Nach der Frey-Krautschen Theorie wird das im Blut und in den Geweben 
in einer inaktiven Form vorhandene Kallikrein an bestimmten Stellen 
durch Stoffwechselvorginge frei gemacht. Diese Aktivierung des 
Kallikreins geschieht, wie Kraut, Frey und Werle zeigen konnten?, 


! BE. K. Frey, Miinch. med. Wochenschr. 1930, S. 1179. — # Frey. 
Kraut u. Werle, Zeitschr. f. physiol. Chem. 222, 73, 1933. 
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durch 6rtliche Verschiebung des Blut-py nach der sauren Seite. Danac|: 
hat Frey angenommen, daB das Kallikrein mit der Ebbeckeschen! ode 
Lewisschen? histaminartigen H-Substanz, die fiir das Zustandekomme:, 
der reaktiven Hyperimie verantwortlich gemacht wurde, identisc), 
sein kann, da sein Wirkungsmechanismus das Wesen der reaktiven 
Hyperémie ohne Widerspruch erklaren laBt. Lewis hat angenommen, 
und dieser Annahme schloB sich teilweise auch Krogh® an, daB dies 
H-Substanz auBer bei der reaktiven Hyperimie auch durch ander: 
Reize, wie Hitze, Gefrieren der Haut, ultraviolette Bestrahlung, Saéuren 
Laugen, Metallsalze, Formaldehyd, Nesselgift, Pepton, artfremde 
EKiweiBkérper, Bakterientoxine usw. gebildet wird, und eine gefiiji- 
erweiternde Wirkung ausiibt. Arogh nimmt an, daB auch bei Muskel- 
arbeit ein derartiger Stoff als Ursache der Erweiterung der Muske!- 
kapillaren in Frage kommen kann, den man als normales Stoffwechse!- 
produkt, oder aber auch als Hormon betrachten kénnte. Er hielt es 
allerdings fiir unwahrscheinlich, daB es sich in jedem einzelnen Falk 
um den gleichen Stoff handeln kénne. Unsere Versuche zeigen einwand- 
frei, daB der gleiche Stoff, der das Zustandekommen der reaktiven 
Hyperimie nach Frey widerspruchslos erklaren kann, eine kapillar- 
erweiternde Wirkung auch im Splanchnicusgebiet ausiibt. Demnach 
sehen wir auch keinen Widerspruch gegen die Annahme, daB es sich 
beim Kallikrein um den Lewisschen Stoff handelt, der auf die ver- 
schiedensten Reize hin gebildet wird und seine kapillarerweiternde 
Wirkung ausiibt. 

DaB das Kallikrein mit dem Histamin nicht identisch sein kann, zeigen 
auBer der von Kraut und Frey nachgewiesenen Inaktivierbarkeit, Un- 
bestandigkeit gegen Kochen und Undialysierbarkeit des Kallikreins, auch 
unsere Versuche. Wir sahen, da® die Kapillaren gegen das Kallikrein eine 
Selektivitét zeigen; zunichst werden die. peripheren Kapillaren und erst 
spater, nach dem Ablauf einer Inkubationszeit, die Kapillaren im Splanch- 
nicusgebiet alteriert. Spritzt man aber Histamin ein, so tritt, wie durch 
Rich* gezeigt wurde, eine Alteration der Kapillaren auf allen Organgebieten 
gleichzeitig und mit gleicher Intensitat ein. 

Man kénnte noch daran denken, da8 die Kapillaralteration im Splanch- 
nicusgebiet infolge jener voriibergehenden Anamie eintritt, die als kom- 
pensatorischer Vorgang wahrend der Blutiiberfiillung in der Peripherie 
stattfindet. Krogh nimmt naémlich an, daB O,-Mangel eine Abspaltung von 
histaminéhnlichen Stoffen erméglicht. DaB dies jedoch nach Kallikrein 
nicht der Fall sein kann, wurde dadurch gezeigt, daB das Kallikrein einerseits 
die Kapillaren auch bei kiinstlich direkt durchstré6mten Organen zu beein 


1 Ebbecke, zit. nach E. K. Frey, Miinch. med. Wochenschr. Nr. 28, 
S. 1179, 1930. — * Th. Lewis, Die BlutgefiBe der menschlichen Haut und 
ihr Verhalten gegen Reize (deutsche Ubersetzung von E. Schilf). Berlin. 
Korger, 1928. — * A. Krogh, Die Kapillaren (deutsche Ubersetzung von 
W. Feldberg), 8.198. Berlin, Springer, 1929. — * Rich, J. of exper. Med. 
33, 287. 1921. 





Moi 


tlus 
wel 
dur 
zuft 


im 

frei 
Wic 
suc) 
Wa 
rea] 
Ers 


info 


Ana 
beo 
kan 
Dies 
wie 

bei 

daB 
auf 

vera 
als | 


auBe 
frost 
an. 
nac 
Leul 
deut 
trate 
sche} 
von 


fiihre 
deut!] 
eine 

Hung 
24 St 
Schw 
litat 

Wahi 


Morphologische Verainderungen nach intravenéser Kallikreinzutubr. ill 


flussen vermag, ferner dadurch, daB der Schiittelfrost und damit die Er- 
weiterung der Kapillaren bei kiinstlich erzeugter Infektion und bei einem 
durch Benzolvergiftung erzielten Zustand, sofort nach der Kallikrein- 
zufuhr eintrat, ohne daB der Hyperimie eine Animie voranging. 

Wenn die Annahme, da8 das Kallikrein als notwendiger Bestandteil 
im Haushalt des Organismus auf die verschiedensten Einwirkungen hin 
frei gemacht wird und eine Alteration der Kapillaren ausiibt, auf keinerlei 
Widerspruch st6Bt, ist es nicht ohne Interesse, nach Erscheinungen zu 
suchen, die durch das Freiwerden von Kallikrein erklart werden kénnen. 
Wahrend Frey durch diese Annahme das periphere Phainomen, die 
reaktive Hyperimie deuten konnte, interessieren uns hier besonders 
Krscheinungen im Splanchnicusgebiet, die durch eine Kapillaralteration 
infolge des Freiwerdens von Kallikrein vor sich gehen kénnen. 

Zu der Durchfiihrung der vorliegenden Arbeit haben uns die 
Analogien, die wir in den nach Kallikrein- und nach Bakterienzufuhr 
beobachteten Erscheinungen vermuteten, veranlaBt. Tatsachlich 
kann man in beiden Fallen eine Alteration der Kapillaren nachweisen. 
Dieselben Erscheinungen treten aber auch bei sterilem Fieber auf, 
wie z. B. bei dem Verbrennen oder Verbriihen gréBerer Kérperflachen, 
bei der Resorption steriler Blutungen usw. Es ist kaum vorzustellen, 
daB eine Organgruppe zu den gleichen Erregungserscheinungen, die sie 
auf verschiedene Reize hin zeigt, durch verschiedene Mechanismen 
veranlaBt wird. Man kann daher auch hier das Freiwerden von Kallikrein 
als Ursache annehmen. 

In den erwaéhnten Fallen setzt die Alteration der Kapillaren mit 
auBerster Intensitaét ein; die Begleiterscheinungen werden mit Schiittel- 
frost eingeleitet. Ihr AusmaB zeigt den Abwehrcharakter des Vorgangs 
an. Eine Alteration der Kapillaren beobachten wir aber auch schon 
nach kleineren Kallikreindosen, wobei die Begleiterscheinungen, wie 
Leukopenie und Leukocytose, Temperatur- und Umsatzerhéhung 
deutlich, aber mit geringerer Intensitét und ohne Schiittelfrost ein- 
traten. Daher kann man dem Kallikrein auch innerhalb des physiologi- 
schen Rahmens eine Rolle zuteilen. Zu dieser Vermutung liefern die 
von Boldyreff! durchgefiihrten Versuche eine wertvolle Unterstiitzung. 

Boldyreff fand in seinen Versuchen iiber Pankreasfunktion, da8 Ein- 
fiihren von Pankreassaft in das Duodenum oder in die Blutbahn rasch und 
deutlich die Leukocytenzahl vermindert. Dieser Abnahme folgt aber bald 
eine Leukocytose. AuBerdem konnte er bei Fehlen der Verdauung (im 
Hunger) einen periodischen Wechsel der Leukocytenzahl (innerhalb 
24 Stunden etwa zwélfmal) bei Menschen und Hunden feststellen. Diese 
Schwankungen der Leukocytenzahl zeigen ferner eine merkwiirdige Paralle- 
litt zu der Pankreassekretion, die im Hunger ebenfalls periodisch erfolgt. 
Wahrend der Tatigkeitsphase des Pankreas nimmt die Leukocytenzahl ab, 


1 Boldyreff, Ergebn. d. Physiol. 29, 485, 1929. 
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in der Untatigkeitsperiode dagegen zu. Die Ableitung der Pankreasferment, 
durch eine Fistel des Pankreasganges oder durch Pankreotomie ruft ein 
Leukocytose hervor. Danach rekonstruiert Boldyreff den periodische), 
Wechsel der Leukocytenzahl folgendermaBen: In der Tatigkeitsphase de~ 
Pankreas wird Pankreassaft in das Darmlumen abgesondert und gelangt 
durch den ODiinndarm zur Resorption. Hierauf erfolgt die Leukopenie uni 
eine Anreicherung von Leukocyten in den Darmkapillaren. Hort in de: 
Untatigkeitsphase die Absonderung bzw. Riickresorption des Pankreas 
saftes aus dem Darm auf, so ist in dem peripheren Blute eine Leukocytos 
zu heobachten. 

In einer vor kurzem erschienenen Arbeit konnten nun Frey und 
Werle! feststellen, daB freies Kallikrein im Pankreassaft und oft auch 
im Darminhalt vorhanden ist. /. Werle und P. Eckey? fanden, daB de: 
Kallikreingehalt des Duodenolsaftes meist denselben Schwankungen 
unterworfen ist wie der des Trypsins und somit auch der ibrigen vom 
Pankreas sezernierten Fermente. Dies veranlaBt uns, die Boldyreff sch 
Annahme iiber die Funktion des Pankreas zu ergainzen. Unser 
Versuchsergebnisse berechtigen namlich dazu, in dem Frey-Kraut 
schen kreislaufaktiven Stoff das Bindeglied des von Boldyreff auf- 
gefundenen Zusammenhangs zwischen Leukocytenzahl und Pankreas- 
funktion zu sehen. Die Stoffwechselvorginge im Darm, wie z. B. dic 
Verdauung, regeln danach durch die Ausschiittung und Resorption von 
freiem Kallikrein den Zustand der Kapillaren und dadurch auch dic 
Funktion der Leukocyten. 

Boldyreff erblickt in der Ansammlung der Leukocyten in den 
Darmkapillaren eine Einrichtung zur Versorgung der Leukocyten mit 
Pankreasfermenten. Wir halten diese Annahme nicht fiir wahrscheinlich 
Nach Willstatter? und Rohdewald ist eher umgekehrt anzunehmen, daB dic 
Leukocyten das Pankreas mit Fermenten versorgen. Wahrscheinlicher ist 
es, die Aufgabe des Kallikreins, im Anschlu8 an die Verdauung eine ver- 
mehrte Durchlassigkeit der Kapillaren herbeizufiihren. Wir sehen bei der 
Verdauung schon makroskopisch eine Teilnahme der Kapillaren auf dem 
Splanchnicusgebiet. Die Begleiterscheinungen dieser Hyperamie des 
Splanchnicusgebiets kommen in der Zunahme verschiedener Organ- 
leistungen zum Ausdruck, die wir als spezifisch-dynamische Wirkung 
der Nahrungsstoffe bezeichnen. 

Die spezifisch-dynamische Wirkung zeigt tiberhaupt eine merkwiirdig: 
Ahnlichkeit mit der Kallikreinwirkung. Wir sehen hier ebenfalls eine Grund 
umsatz- und Kérpertemperaturerhéhung, auch ahnliche Veranderungen 
des respiratorischen Quotienten*. Wenn wir die Verdauung als auslésenden 


' Frey u. Werle, Klin. Wochenschr. 1933, 8S. 600. — * Nach eine! 
freundlichen Mitteilung des Herrn Dr. Werle. — 3 Willstdtter u. Rohdewali 
Arch. f. physiol. Chem. 180, 1, 1928; 185, 267, 1929; 188, 107, 1930. 

* Jahn, Verhandl. d. deutsch. Ges. f. inn. Med., 40. Kongr., 1928, S. 105 
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Faktor fiir das Freiwerden von Kallikrein betrachten, so wirkt es nicht 
iiberraschend, da die Zahl der Leukocyten, wie Boldyreff, BE. F. Miiller 
und andere zeigen konnten, auch hier ahnlichen GesetzmaBigkeiten unter- 
liegt wie im Falle der Kallikreinwirkung. Neuerdings berichtet Grafe}, 
daB nach intravenéser Zufuhr von Aminosiuren bei Hunden oft schiittel- 
frostahnliches Muskelzittern eintritt. Auch die Tatsache, daB im Fieber 
eine spezifisch-dynamische Wirkung fast fehlt, spricht dafiir, daB die 
spezifisch-dynamische Wirkung auf einer Alteration der Kapillaren beruht. 
iin Fieber findet bereits eine maximale Alteration der Kapillaren im Splanch- 
nicusgebiet statt. Demnach ist es denkbar, daB diese sich gegeniiber neuen 
Reizen, wie die Nahrungsaufnahme, refraktér verhalten. 

Das erwahnte Beispiel zeigt, daB die spezifisch-dynamische Wirkung 
auch als Begleiterscheinung einer Kapillaralteration infolge Freiwerdens 
von Kallikrein aufgefaBt werden kann. 


Zusammenfassung. 

Nach intravenéser Kallikreinzufuhr in gréBeren Mengen wurden 
folgende Anderungen festgestellt. 

1. Gleichzeitig mit dem Schiittelfrost setzt eine Leukopenie im 
peripheren Blute ein und halt bis zum Ende desselben an. Sobald 
die Steigerung der Kérpertemperatur ihren Gipfelpunkt erreicht hat, 
beginnt die Leukocytenzahl zu steigen. Mit sinkender Kérpertemperatur 
entwickelt sich eine langdauernde Leukocytose. Sowohl an der Leuko- 
cytose, wie auch an der Leukopenie sind hauptsachlich die reifen Granulo- 
cyten beteiligt. Die Zahl der Lymphocyten zeigt zunachst eine all- 
mihliche Abnahme, spiter ebenfalls einen allmahlichen, leichten 
Anstieg. 

Wahrend bei normalen Tieren nach Kallikreinzufuhr eine Links- 
verschiebung des weiSen Blutbildes im Sinne Schillings nicht beob- 
achtet wird, gelang es, sie bei Tieren, deren Knochenmark durch Benzol- 
behandlung gereizt wurde, auszulésen. 

Eine typische Veranderung des Blutbildes ist auch nach Zufuhr 
von kleineren Kallikreindosen, die keinen Schiittelfrost verursachen, 
zu beobachten. 

Die Veranderung des Blutbildes kommt sowohl beim pankreaslosen 
Hund, wie auch unter Ather-Morphinnarkose nach intravendser Kalli- 
kreinzufuhr zustande. 

2. Der Gehalt des Blutes an anorganischem Phosphor zeigt ein 
ahnliches Verhalten wie die Leukocytenzahl. Gleich nach der Kallikrein- 
zufuhr ist eine Senkung des Blut-P-Spiegels zu beobachten, die mit 
der Dauer der Leukopenie tibereinstimmt. Mit dem Anstieg der Leuko- 
cytenzahl nimmt gleichzeitig auch der Blut-P zu und bleibt wahrend 

1 E.Grafe, Verh. d. 9. deutsch. physiol. Ges. 1925, ref. Ber. d. ges. 
Physiol. 32, 697, 1925. 
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der Leukocytose allmahlich absinkend einige Stunden tiber dem Aus 
gangswert. Der Zunahme des Blutphosphors folgt in einem gewisse) 
Abstand eine Mehrausscheidung an P durch den Harn. 

3. Auf eine voriibergehende Anamie des Splanchnicusgebiets, di: 
durch eine Uberfiillung der GefaBe der Peripherie bedingt ist, folgt 
eine Uberfiillung der GefaSe in den intraperitoneal gelegenen Organen 
Die Hyperamie im Splanchnicusgebiet ist aktiver Natur, eine Alteration 
der GefaBkapillaren in Leber, Darm usw. ist deutlich zu erkennen und 
durch eine erhéhte Durchlassigkeit gekennzeichnet. Das Exsudat 
besteht aus fliissigen und korpuskuléren Blutbestandteilen, wobei 
Leukocyten in gréBerem Umfang zugrundegehen. Dieses exsudative 
Stadium, das etwa bis zum Beginn des Fieberabfalles anhalt, wird durch 
einen Restitutionsvorgang abgelést. Diese Restitution ist durch all- 
mahliche Abnahme der hyperiémischen Erscheinungen und durch 
értliche Anreicherungen von Leukocyten mit Phagocytose gekenn, 
zeichnet. 

4. Als unmittelbare Ursache fiir das Zustandekommen der Hyper- 
amie im Splanchnicusgebiet nach Kallikreinzufuhr ist eine primare 
Alteration der GefaBkapillaren im Sinne einer erhéhten Durchlassigkeit 
anzunehmen. 

5. Die Beeinflussung des P-Stoffwechsels in Verbindung mit der 
Leukopenie und der darauffolgenden Leukocytose ist als Zeichen einer 
allgemeinen Alteration der Kapillaren nicht nur im Falle der Kallikrein- 
wirkung, sondern auch bei analogen Erscheinungen wie z. B. Insulin. 
Adrenalin-, Coffeinwirkung usw. anzusehen. 

6. Im Vordergrund der Kallikreinwirkung l48t sich demnach 
eine Alteration der Kapillaren sowohl in der Peripherie als auch im 
Splanchnicusgebiet feststellen. Die einzelnen beobachteten Funktions- 
anderungen histologischer und stoffwechselphysiologischer Art sind 
als Folgeerscheinungen der Kapillaralteration aufzufassen, und beruhen 
auf erhéhter Organtiatigkeit. Es ist diskutiert worden, daB das Kallikrein 
ein Stoff sein kann, der als normaler Bestandteil im Haushalt des 
Organismus den Zustand der Kapillaren und damit weitgehend dic 
Tatigkeit der Organe regelt. Das Kallikrein kann mit dem von Lewis 
und Krogh vermuteten Stoff, der bei den verschiedensten Reizen fre 
wird, und eine Alteration der Kapillaren bewirkt, indentisch sein. 
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Uber die chemische Natur 
des Lipoidfaktors bei der Blutgerinnung. 


Von 
Albert Fischer und Eugen Hecht. 
(Aus dem biologischen Institut der Carlsberg-Stiftung, Kopenhagen.) 
(Eingegangen am 24. Januar 1934.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Alexander Schmidt, der Mitbegriinder der klassischen Blutgerinnungs- 
lehre, charakterisierte erstmalig Substanzen, die Trager des gerinnungs- 
aktiven Prinzips der Zellen sind, als alkoholléslich und hitzebestandig 
und faBte diese unter dem Namen _ ,,Zymoplastische Substanzen‘* 
zusammen. 


Seither wurden von zahlreichen Forschern durch Extraktion von 
Zellen gerinnungsaktive Stoffe eliminiert, die in der Literatur unter den 
verschiedensten Bezeichnungen auffindbar sind. So nach Morawitz als 
Thrombokinase, nach Nolf als Thrombozym, als thromboplastische Substanz 
bzw. Thromboplastin nach Howell, als wasserlésliches Cytozym neben 
einem alkoholléslichen nach Bordet, als Gewebsfibrinogen von Wooldridg: 
und Mills und den ahnlichen, von Loeb aus Muskelgewebe dargestellten 
artspezifischen Gewebskoagulinen. 1910 wies Freund (1) auf die Bedeutung 
der Lipoide fiir die Blutgerinnung hin, und kurz darauf folgten unabhangig 
voneinander die Arbeiten Zaks (2), Bordets (3) und Howells (4), die sich 
eingehend mit der Untersuchung iiber die Lipoidnatur der aktiven Zell- 
substanzen befaBten. Wahrend Zak die Thrombokinase ihrer chemischen 
Natur nach noch als Lecithin oder etwas Ahnliches auffaBte, behauptete 
Howell von Anfang an, daB das Kephalin der zum mindesten integrierende 
Faktor der gerinnungsaktiven Substanzen sei. Die oben angefiihrten 
gerinnungswirksamen Produkte sind wohl nicht ein und dieselbe Substanz. 
Dafiir spricht die verschiedene Léslichkeit in Wasser und Alkohol ebenso 
wie die differenten Erscheinungen beziiglich ihrer Thermolabilitat. Beispiels- 
weise wird Bordets Cytozym bei einer Temperatur von 120° noch nicht 
geschadigt, und alle Verfasser, die fiir die Lipoidnatur der gerinnungs- 
aktiven Substanzen eintreten, halten hieran fest. Die Thermolabilitat 
anderer gerinnungsaktiver Stoffe erklirt Howell (4) als vorgetauscht. Er 
nimmt an, daB das aktive Prinzip, ein thermostabiles Lipoid, mit einem 
Protein kombiniert sei, das bei 60° koaguliert und hierbei das Lipoid mit- 
reiBt. Das Lipoid ist mit Ather extrahierbar und dann durch Kochen nicht 
mehr zu zerstéren. Oppenheimer (5) nimmt daher eine Scheidung der 
gerinnungsaktiven Substanzen in zwei Gruppen vor: proteinartige Gewebs- 
koaguline und das lipoide Cytozym. In der Folge wurde die Annahme 
Howells, daB das maBgebende Prinzip gerinnungsaktiver Substanzen 
Kephalin ist, mehr und mehr anerkannt. Howells Schiiler Mac Lean (6) 
priifte diese Annahme 1916 nach, da von Howell die Identifizierung des 
Kephalins nur auf Grund seiner Alkoholunléslichkeit erfolgte. Mac Lean 
kam dabei zu dem Ergebnis, da8 méglichst reine Kephalinpraparate, aus 
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Leber, Herz und Gehirn dargestellt, starke Gerinnungsaktivitat zeigen un:| 
daB diese wiederum von dem Grad der Ungesattigtheit des Kephalin- 
abhange. 

Es darf nicht tibersehen werden, daB die friiher als Kephalin bi 
zeichneten Substanzen recht unreine Produkte darstellten und daB selbsi 
heute die praktischen Analysenwerte mit denen der Theorie schlecht iiber 
einstimmen. Gratia und Levene (7) fanden, da8B eine Substanz, die frei 
von Abbauprodukten war und 75°, unzersetztes Kephalin neben 25° 
unzersetztem Lecithin enthielt, héchste Gerinnungsaktivitaét zeigte. Seli 
wesentlich erscheint jedoch der Befund von Zunz und ia Barre (8). Die 
Verfasser brachten aus Kephalin durch absoluten Alkohol eine Substanz 
in Lésung, welche die aktive Komponente dieses Phosphats vorstellen 
sollte und die sie Cytozymin nannten. Sie nehmen fiir die gerinnungs 
aktive Substanz eine Kombination von Cytozymin mit Lecithin an, di: 
zuweilen noch Stoffe von Peptid- und Aminosdurecharakter enthalt. 


Es sollte Zweck der vorliegenden Arbeit sein, Lipoide in reinster 
Form, Cerebroside, ebenso Triglyceride und deren Bausteine auf ihre 
Gerinnungsaktivitét zu untersuchen, da alle diese, zunaéchst nur zu- 
sammenfassend genannten Substanzen in der Literatur, mehr ode: 
weniger widersprochen, als gerinnungsaktiv bezeichnet wurden. Da 
die nachfolgend beschriebene Methodik zuweilen bewuBterweise von der 
anderer Bearbeiter abweicht, soll zur Reproduzierbarkeit dieser Resultate 
eingangs kurz von dem Gerinnungssystem die Rede sein. 


I. Methodik. 


Als Gerinnungskomponente diente Vogelblutplasma, dessen Eignung 
als Reagens auf Kinase von Oppenheimer (9) besonders hervorgehoben wird 
Das Blutplasma wurde von Hiihnern unter Kautelen gewonnen, die eine 
Beimengung von Gewebesaft und korpuskularen Elementen des Blutes 
verhinderten. Dadurch war die eigene Neigung zur Gerinnung weitgehendst 
verzégert und sehr schwach aktivierende Substanzen immer noch zahlen- 
maBig erfaBbar. Das Plasma wurde zur Halfte mit physiologischer Koch- 
salzfésung verdiinnt, was auf die Gerinnungszeit ohne EinfluB ist. 


Zur Bestimmung der Blutgerinnungszeit diente ein von Albert 
Fischer (10) ausfiihrlich beschriebener Apparat, der bei konstanten physikali 
schen Bedingungen Reihenversuche gleichzeitig nebeneinander auszufiihren 
gestattet. Die auf ihre Gerinnungsaktivitaét zu untersuchende Substanz 
wurde mit der Mikrowaage auf 1/19 mg genau abgewogen und mit destilliertem 
Wasser, entsprechend dem Verhiltnis 1 mg pro 1 ccm emulgiert. Hierbe: 
wurden, soweit die Untersuchungssubstanz nicht gr6Bere Mengen Cerebroside 
enthielt, stabile Emulsionen erhalten. Diese zeigten bei tagelangem Stelien 
weder eine Sedimentation, noch einen bemerkenswerten Abfall ihrer 
Aktivitaét. Der eigentliche Gerinnungsversuch wurde nun wie folgt an- 
gestellt. Mit Pipetten genau bekannter TropfengréBe wurden in das Ge 
rinnungsgefaB zu 0,20 ccm Plasma 0,03 cem von der auf ihre Aktivitaét zu 
untersuchenden und in keiner Weise vorbehandelten Lésung verbracht. 
die Vermischung erst nach dem Einsetzen der Gerinnungsréhrchen in 
das genau auf 39° einregulierte Wasserbad vorgenommen und die Zeit 
gemessen, die bis zur Gerinnung verstrich. Das Lipoid wurde also oli 
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irgendwelche Vorbehandlung zugesetzt, um so mit dem Prothrombin des 
Plasmas zu reagieren. 

Beziiglich der Vergleichbarkeit der einzelnen Gerinnungswerte ver- 
-chiedener Substanzen sei mitgeteilt: Bei Verwendung ein und desselben 
Plasmas kénnen, wenn zwischen den einzelnen Versuchen keine zu groBen 
Zeitspannen liegen (héchstens 3 Tage), die Gerinnungszeiten in Sekunden 
direkt miteinander verglichen werden. Da aber verschiedenes Plasma 
vleicher Spezies mit ein und derselben gerinnungsaktiven Substanz ver- 
schiedene Gerinnungszeiten zeigt, eignet sich in diesem Falle fiir die Charak- 
terisierung der Gerinnungsaktivitat nach Albert Fischer (11) besser die 
Ermittlung der Gerinnungseinheiten. Zuweilen zeigt sich, da fiir zwei 
zu untersuchende Substanzen, die beispielsweise gleiche Gerinnungszeiten 
in Sekunden zeigen, nicht dieselbe Anzahl Gerinnungseinheiten gefunden 
wird. Da die Bestimmung der Gerinnungseinheiten aber nach Albert Fischer 
zur wirklichen Erfassung der Gerinnungsaktivitat eines Stoffes auch einen 
Einblick in die Verdiinnungsfahigkeit einer solechen Substanz verschafft, 
kann wohl dieser Methode der Vorzug gegeben werden. 

Fiir die zahlenmaBige Ermittlung der genannten Gerinnungseinheiten 
sei ein Rechenbeispiel angefiihrt. Eine gerinnungsaktive Substanz, z. B. 
VIC, zeigt 

in einer Verdiinnung von 1: 5 die Gerinnungszeit: 490 Sekunden (¢,), 
ie ae - gees, A oO, (t,). 


Die zugehérigen Gerinnungsgeschwindigkeiten seien, um Werte gréBer 
als 1 zu erhalten, die mit 1000 multiplizierten reziproken Gerinnungszeiten 
und der Gerinnungswert w die Differenz der beiden Gerinnungsgeschwindig- 
keiten. 


1000 1000 ‘1000 1000 
w= ( — ) oder ( ) 


ty . 490-570) 


Die Gerinnungseinheiten sind nunmehr durch folgenden Ausdruck 
definiert : 


Gerinnungseinheiten (GE.) wobei x den Verdiinnungsgrad 


rw 

e. 0,015’ 
der Ausgangslésung (5), w den eben berechneten Gerinnungswert (0,3), 
c die Konzentration in mg pro ccm (1) und 0,015 die zugesetzte absolute 
Menge der zu priifenden Lésung (siehe 11) bedeutet. In Zahlen ausgedriickt : 
5.0.3 

1.0,015 
einheiten (100 GE. pro mg). 


= 100, d.h. die gerinnungsaktive Substanz hat 100 Gerinnungs- 


Die im Verlauf der Arbeit notwendigen Stickstof{-Bestimmungen 
wurden teils Mikro nach Parnas und Wagner (12), teils Halbmikro nach 
Abderhalden und Fodor (13), die Amiéinostickstoff-Bestimmungen nach der 
Methode von van Slyke (14) ausgefiihrt. 


Fiir die letzteren wurde zunachst annahernd die GréBe der Einwage 
errechnet, die nétig ist, um fiir 1 cem Analysenfliissigkeit ungefahr 1 ecm 
Stickstoffgas zu erhalten. Um die zur van Slyke-Bestimmung verwendbare 
Analysensubstanz zu gewinnen, wurde eine entsprechende Menge in ein 
dicht verschlieBbares Réhrchen eingewogen und mit einer genau gemessenen 
Menge Wasser versetzt. Durch kraftiges Schiitteln bildete sich eine hin- 
reichend einheitliche Aufschwemmung, die in einem aliquoten Teil, zu- 
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sammen mit etwas Octylalkohol verwendet wurde. Ver Substanzgeha 
konnte genau berechnet werden. 

Die Phosphor-Bestimmungen wurden teils gravimetrisch nach Preg/. 
nach den besonderen Angaben von Lieb und Wintersteiner (12), teils kolo: 
metrisch nach Lohmann und Jendrassik (15) ausgefiihrt. Die kolorimetrisc}, 
Methode eignet sich infolge der bequemen Méglichkeit, rasch und siche 
Serienbestimmungen vorzunehmen, ganz besonders. Es war jedoch notig. 
die Substanzen aufzuschlieBen und einige kleine Anderungen vorzunehmen 
weshalb kurz auf die Technik der Ausfiihrung eingegangen sei. 6 bis 10 my 
der zu analysierenden Substanz, Je nach dem zu erwartenden Phospho: 
gehalt, wurden auf der Mikrowaage in ein AufschluBkélbchen eingewoge 
und mit 1 cem Veraschungsséiure (2n H,SO,:2n HNO, = 8: 2) versetzt 
Ein erfolgreiches AufschlieBen gelingt bei diesen Lipoidkérpern jedoch ers: 
nach Zusatz einer reichlichen Messerspitze Kaliumsulfat. Auch war, nachder 
man jeweils das K6élbchen kurz abkiihlen lie8, wiederholt der Zusatz eines 
Tropfens konzentrierter Salpeterséure nétig. Nach dem AufschluB wurde 
der Kolbeninhalt mit destilliertem Wasser verdiinnt und in ein 25-cem 
MeBk6lbchen iibergespiilt. Um nun gleiche Saurekonzentrationen zu ei 
halten, wurde die Analysenfliissigkeit stets mit 1 cem 2 n NaOH vor Zugabe 
von 5ccem Molybdatreagens, 1cem Eikonogenlésung und <Auffiillen aut 
25 cem, versetzt. Dieser Natronlaugezusatz erfolgte natiirlich nicht bei der 
Darstellung der Vergleichslésung. Die geringe Differenz in der Salzkonzentra 
tion (Na ,SO,) stort zum Unterschied von Schwankungen in der Saure 
konzentration in keiner Weise. Die kolorimetrische Bestimmung erfolgt: 
nunmehr wie tiblich. 


Die im Verlauf der Arbeit notwendigen Cholesterin-Bestimmunge 
wurden kolorimetrisch (16) ausgefiihrt. Samtliche angegebenen Ana- 
lvsenwerte stellen das Mittel aus mindestens zwei, meistens aber drei 
innerhalb der Fehlergrenze liegenden Resultaten dar. 


II. Gerinnungsaktivitit des Kephalins. 

Es wurde zunachst ein méglichst einwandfreies, reines Kephalin 
priparat hergestellt, um zu der Frage seiner Gerinnungsaktivitat 
Stellung zu nehmen. Nach Kenntnis der von Parnas und Renall (17), 
wie auch von Levene und Rolf (18) hierfiir angegebenen Methodik wurd: 
im besonderen doch nach der von Page und Biilow (19) ausgefiihrten 
Darstellungsweise gearbeitet. Als Ausgangsmaterial diente Schweinc- 


hirn. Ein besonders reines Produkt C,, zeigte iiberraschenderweis: 
keine Spur von Gerinnungsaktivitét. Um iiber diesen Befund ganz 
sicher zu sein, wurden weitgehende Untersuchungen zur Identifizierung 
des Produkts C,, ausgefiihrt. 


Die Substanz zeigte keine Molischsche Reaktion mehr, war also 
frei von Cerebrosiden und die Léslichkeitsverhaltnisse in den ver 
schiedensten organischen Solventien (Ather, Petrolather, Chloroform 
Benzol, Essigsdureathylester, Alkohol, Aceton) waren mit den in de: 
Literatur angegebenen iibereinstimmend. Auch die mit zunehmendem 
Alter fiir Kephalin typische Abnahme der Léslichkeit in organischen 
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Solventien wurde beobachtet. Der Schmelzpunkt lag gegentiber den 
in der Literatur angegebenen von 174 bis 175° um 3° héher, was eventuell 
auf einen besonders hohen Reinheitsgrad des Produkts zuriickgefiihrt 
werden kann. 

Tabelle I. 


Stickstoff- und Phosphorbestimmung. 





N in %po P in %5 


Cc Bilan atte cer er drat Te 1,90 

18 1,88 
Nach Levene u. Rolf ... . 1,80 
Nach Lerene u. West (29). . 1,94 
Theorie fiir CyyHgyNPOg . . 1,89 


0.2221 g Subst. verbr. 3,01 cem n/10 HCI: 1,90°,, 

013814g . 1,76 ., n/l0 HCI: 1,88% 

,1046 g Subst. ergeben 0,2764 g Ammoniumphosphormolybdat: 3,84 °, 

01009 ¢ — ,, rt 0,2746 g * 3.95 ° 
Der theoretische Phosphorwert wurde bis heute nicht erreicht. 


Jodzahl: Cy, 1 Tag nach Gewichtskonstanz: 
C,, 14 Tage 


0,0530 g¢ Subst. verbr. 2,306 com n/10 Nag S.O,: 
O,07l¢e7  ,, » 93101 ,, n/10 Na,8,0;: 
0.06752  .. .. 2,853 .. n/10 Na,S,O,: 
00612 ¢ .. » 2,590 ,, n/10 Na,S,0,: 53,70 


Man ersieht hieraus das infolge Oxydation durch den Luftsauer- 
stoff, trotz Aufbewahren im evakuierten Exsikkator, erfolgende Ab- 
sinken der Jodzahl. Berechnet man nach der Formel (21) 


Anzahl der Doppelbindungen 
Jodzahl . Molekulargewicht der Substanz 


Molekulargewicht J . 100 


die Anzahl der Doppelbindungen des Kephalins, so erhaélt man Werte, 
die von 1,6 nicht wesentlich abweichen, wahrend bei reinen Produkten 
eine ganze Zahl erwartet werden miiBte. Das ist bei frischen, durch den 
Luftsauerstoff noch nicht verinderten Kephalinpraparaten ein Beweis 
dafiir, daB entweder fremde Verunreinigungen vorliegen, welche den 
Jodzahlwert beeinflussen (was bei den genannten Analysen nicht anzu- 
nehmen ist), oder daB stets ein Gemisch von Kephalinen verschiedensten 
Sattigungsgrades vorliegt. Und dafiir spricht auch, daB bei der Hydro- 
lvse lecithinfreier _Kephalinpraparate immer eine gesittigte Fettsdure 
(Stearinséure) neben mehreren, meist drei ungesattigten Fettsiuren 
(Ol-, Linol-Arachidonséure) gefunden werden, wahrend nach der theore- 
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tischen Kephalinformel nur zwei Fettséuren tiberhaupt an der Bildung 
des Molekiils beteiligt sein kénnen. 
Stickstoff nach van Slyke: 1,69, 1,71. 
0,0434 g Subst. geben 0,62 cem N bei 18° und 767 mm 
0,04384g ,, » 0,64 , N ,, 22° ,, 761,7mm 
(N-Angabe jeweils halbes Stickstoffvolumen nach Abzug des Blindwertes. 
Nach Thierfelder und Klenk (22) gehért zur einwandfreien Reinheits- 
priifung eines Kephalins die Ubereinstimmung der Analysenwerte fiir 
Phosphor und Stickstoff mit der Theorie, eine Forderung, die in hohem 
Ma8e erfiillt ist. Ferner mu8 sich Phosphor zu Stickstoff verhalten 
wie 1:1. 
3,895 (Mittelwert fiir P) 1,887 (Mittelwert fiir N) 
31,04 (Atomgewicht P) : 14,008 (Atomgewicht N) 
= 0,1255 : 0,1347 
= 1,000 : 1,073 


Und zuletzt soll nach Thierfelder und Klenk das Kephalin seinen 
gesamten Stickstoff als van Slyke-Stickstoff abspalten. In unserem 
Falle konnten, wie aus den angefiihrten Analysen hervorgeht, nur 
90,4 °% des Gesamtstickstoffs als van Slyke-Stickstoff gefunden werden. 
Spater zu beschreibende Priparate gaben jedoch Werte bis zu 100°. 

SchlieBlich war noch ein spurenhaftes Drehungsvermégen nach 


rechts festzustellen. Die so stark voneinander abweichenden Angaben 
beziiglich des optischen Drehungsvermégens in der Literatur legen 
fast die Vermutung nahe, da8 zum mindesten das optische Drehungs- 
vermégen fiir Priparate hoher Reinheit geringer ist als fiir weniger 
reine Substanzen. 

Von auffallenden Beobachtungen bei Ermittlung der Ultraviolett- 
absorptionsfaihigkeit der Kephalinlésung C,, in Chloroform wird spater 
im Verlauf dieser Arbeit zusammenhangend berichtet. Zu wiederholten 
Malen wurde festgestellt, daB ein Kephalinpraparat, das im Prinzip 
durch Fallung einer eingeengten petrolatherischen Lipoidlésung mit 
96 °%igem Alkohol erhalten wurde, sich bei Untersuchung auf seine 
Gerinnungsaktivitat unter den geschilderten Versuchsbedingungen 
als inaktiv erweist. Es war nun naheliegend, die Herstellung von 
Kephalinpraparaten zu wiederholen und sorgfaltig wahrend des ganzen 
Darstellungsganges auf eine eventuelle Zunahme bzw. Abnahme der 
Gerinnungsaktivitat zu achten. Aus diesem Grunde kénnen nahere 
Angaben iiber die Darstellung, auch soweit sie bekannt sind, nicht 
unterlassen werden. 

Im Prinzip war die Darstellung folgende: 

Sorgfaltig enthautetes Schweinehirn wurde durch die Fleischmaschin 
getrieben, in eine Flasche eingefiillt, mit der mindestens doppelten Menge 
Aceton versetzt und nach etwa zwei- bis dreistiindigem SchiitteIn an de! 
Schiittelmaschine bis zum nachsten Tage stehengelassen. Das wasser. 
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\ceton wird nunmehr abzentrifugiert, der Riickstand wiederum mit Aceton 
versetzt und genau der gleiche Vorgang wiederholt. Es wird lediglich fiir 
die folgenden Male nach dem Schiitteln des Riickstands und Stehenlassen 
mit Aceton der Flascheninhalt am RiickfluB 2 bis 3 Stunden gelinde erwarmt. 
Diese Manipulation soll nach Page und Biilow (19) so lange fortgesetzt 
werden, bis in dem abzentrifugierten Aceton Cholesterin kaum mehr nach- 
weisbar ist. Eine nur sechsmalige Extraktion reicht hierzu nicht aus, und 
es bestatigten sich die Angaben Thierfelders (23), nach denen eine wesentlich 
haufigere Behandlung mit Aceten erforderlich ist. Die restlose Entfernung 
des Cholesterins scheint auch nicht nétig zu sein, da bei der spater vor- 
genommenen Fallung mit Alkohol, selbst bei gréBeren Cholesterinkonzentra- 
tionen dieses in Lésung bleibt. Die beschriebene Trocknung des Gehirn- 
gewebes ist anderen Trockenverfahren vorzuziehen. 

Es wurde die Gerinnungsaktivitat der bei diesem Trockenproze8 in 
die einzelnen Acetonausziige gehenden Substanzen untersucht. 0,03 mg 
(d. i. die in 0,03 cem der wasserigen Emulsion in Lésung gehende Substanz) 
bewirkten nach den gegebenen Versuchsbedingungen eine Gerinnungszeit 
von 6 Minuten, die gleiche Menge des zweiten Acetonauszuges nur mehr 
eine soleche von 15 Minuten, und mit den folgenden Acetonausziigen nahm 
die Gerinnungsaktivitaét rasch bis zur vélligen Unwirksamkeit ab. 

Die abzentrifugierten und filtrierten klaren Acetonfliissigkeiten schieden 
beim Stehen groBe Mengen Cholesterin aus, die das Ausgangsmaterial fiir 
Versuche bildeten, von denen spater die Rede sein soll. Die zuletzt nach dem 
Zentrifugieren verbleibende Gehirnsubstanz wurde in einer Glasschale 
ausgebreitet und vor Weiterbehandlung mit dem Féhn gut getrocknet. 
Das Gewicht des frischen Hirns verringerte sich durch den gesamten 
Trocken- und CholesterinentfernungsprozeB regelmaéBig um 82 bis 86°, 

Die nunmehr getrocknete Substanz wurde mit Petrolather iibergossen, 
am nachsten Tage das Lésungsmittel abfiltriert, frischer Petrolather zu- 
gesetzt und diese Behandlung so lange fortgesetzt, bis eine Versuchsprobe 
der Extraktionsfliissigkeit beim Verdunsten keinen Riickstand mehr hinter- 
lie}. Das war meistens nach viermaliger Behandlung der Fall. Die Ce- 
rinnungsaktivitat der einzelnen Petrolatherextrakte, bezogen auf gleiches 
Trockenriickstandgewicht, war ihrer GréBe nach die gleiche. Die ge- 
sammelten und filtrierten petrolaitherischen Ausziige wurden bei ganz 
schwachem Erwarmen unter Einleiten von Kohlendioxyd stark eingeengt. 
Die Trockensubstanz dieses Extrakts gehért mit zu den am starksten 
wirkenden aktiven Substanzen. 


Um von der Gerinnungsaktivitét eines solchen Produkts eine 
Vorstellung zu geben, sei nachfolgend der Gerinnungsverlauf bis zu 
einem Verdiinnungsgrad von weniger als !/;9) y durch Tabelle IT gezeigt. 


Tabelle LI. 





Verdiinnungsverhaltnis Gerinnungszeit Verdiinnungsverhiltnis Gerinnungszeit 
mit destilliertem Wasser Sek. mit destilliertem Wasser Sek. 


0,030 mg Substanz | 140 : 64 427 
Rog 145 ee 580 


: ee 

1: 4 178 : 256 802 
1: 8 208 : 512 993 
1:16 266 : 1024 1112 
1:82 327 : 2048 1395 
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Es sei ganz besonders auf die hohe Aktivitat dieses Produkt 
hingewiesen. Gratia und Levene (7) geben in bezug auf die Wirksamkei' 
ihres gerinnungsaktiven Produkts an:  ,,1 Tropfen einer 7 °,igei 
Kephalinemulsion ergibt selbst in der Verdiinnung 1 : 1000 ein positives 
tesultat. Die in diesem Tropfen enthaltene Materialmenge betragt 
schatzungsweise | 45.mg'*. Das entspricht also einer Materialmeng: 
von 2 y, wahrend das oben genannte Produkt bei! jo) y noch reproduziet 
bare Resultate gab und sich sicher bei weiterer Verdiinnung noch: 
Ausschlage gezeigt hatten. 

Der nunmehr weitere Verlaut der Kephalindarstellung war, daB ein, 
abgemessenes Fliissigkeitsvolumen des hochaktiven Petrolatherextrakt- 
in die vierfache Menge 96°,igen Alkohols unter kraftigem Umschiittel: 
tropfenweise gegeben wurde. Dabei fiel Kephalin aus, das abzentrifugiert 
und nach Dekantieren der alkohol-petrolatherischen Fiallungsmutterlaug: 
dreimal an der Zentrifuge mit 96°,igem Alkohol durchgewaschen wurde. 
Der zuletzt dem Produkt anhaftende Alkohol wurde dann im Vakuum- 
exsikkator vollstandig entfernt, die Substanz in mdéglichst wenig Petrol 
ather gelést und bis zum nachsten Tage im Eisschrank stehengelassen. 
Wahrend dieses Prozesses scheiden sich standig petrolitherunlésliche Cerebro- 
side aus, die ebenfalls Gegenstand einer Untersuchung wurden. Diese 
Behandlung wird, falls die Darstellung eines méglichst reinen Kephalins 
beabsichtigt ist, so lange wiederholt, bis die petrolatherische Kephalin 
lésung tiber Nacht im Eisschrank keine Cerebroside mehr ausscheidet bzw. 
das Kephalin selbst eine nur mehr schwache Molischsche Reaktion mit 


a-Naphthol gibt. Fiir Einzelheiten der Reindarstellung sei jedoch auf dir 
Angaben von Page und Bilow (19) und eventuell von Frdnkel und Neu 
bauer (24) verwiesen. 


Es wurde festgestellt: 

1. DaB Kephalin mit zunehmendem Reinigungsgrad an Aktivitat 
verliert. Bereits bei der ersten Kephalinfallung aus dem urspriinglichen 
Petrolatherextrakt zeigte sich stets ein ganz entsprechendes Resultat 
Wahrend der urspriingliche Petrolaitherextrakt héchste Gerinnungs- 
aktivitat zeigte, war diese fiir die erste Kephalinfallung mit 96 °,igem 
Alkohol bereits wesentlich zuriickgegangen. Dieser Aktivitatsschwund 
hing natiirlich stark von der Konsistenz der Kephalinfallung ab. Wai 
diese gut verteilt und flockig, wie z. B. meistens bei Fallung mit ab- 
solutem Alkohol, so bestand eine bessere Méglichkeit eines Auswaschens 
mit Alkohol, als wenn eine zusammengeklebte, fiir Loésungsmitte! 
nahezu undurchdringliche Kephalinfallung vorlag. Im ersten Fall sank 
denn die Gerinnungsaktivitat des Fallungsprodukts betrachtlich, im 
zweiten oft nur gering. Die Aktivitat des Trockenriickstands der alkohol- 
petrolatherischen Fallungsmutterlauge war stets geringer als die Wirk- 
samkeit des urspriinglichen Extrakts, jedoch héher als die der aus 
gewaschenen Kephalinfallung (siehe Tabelle V). 

Der Trockenriickstand wurde wie folgt hergestellt: Die alkohol- 
petrolatherische Kephalinfallungsmutterlauge wurde, um Verspritzen 
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zu vermeiden, in kleinen Portionen im Vakuum bei 20 mm und maximal 
25° vorsichtig zur Trockne eingedampft und der verbleibende Riickstand 
mit kleinster Menge Petrolather aus dem Claisen-Kolben herausgelist. 
Der nun fiir den Gerinnungsversuch z. B. verwendete Trockenriickstand 
wurde aus wenigen Tropfen dieser Lésung durch Verdunstenlassen des 
Lésungsmittels im Vakuumexsikkator und Trocknen bis zur Gewichts- 
konstanz gewonnen. 


Da die nun folgenden Befunde mit einem nur kurzen Protokoll- 
auszug belegt werden sollen, sei vorher zur Erleichterung und kiirzeren 
Darstellung iiber die Bezeichnungsweise folgendes mitgeteilt. 


Die vor dem Buchstaben C stehende rémische Ziffer bedeutet lediglich 
die Numerierung eines Kephalindarstellungsganges aus ein und demselben 
Ausgangsmaterial. Der arabische Index | hinter dem Buchstaben bedeutet : 
Trockensubstanz aus dem urspriinglichen aktiven Petrolitherextrakt des 
vorher mit Aceton behandelten und getrockneten Schweinehirns. Der 
arabische Index 2 besagt: Erste Kephalinfallung aus eben diesem Petrol- 
atherextrakt mit 96°,igem Alkohol, die dreimal an der Zentrifuge mit 
Alkohol ausgewaschen wurde. Der arabische Index 3 wurde fiir die Trocken- 
substanz der verbleibenden alkohol-petrolatherischen Fallungsmutterlauge 
verwendet. 

Die quantitativen Ausbeuteverhialtnisse wichen wenig voneinander 
ab. So betrug in der Regel die dreimal mit Alkohol ausgewaschene Kephalin- 
fallung etwa 30 bis 32°,, die in der alkohol-petrolatherischen Fallungs- 
mutterlauge verbleibende Trockensubstanz etwa 55°,, bezogen auf den 
Trockensubstanzgehalt der petrolatherischen Ausgangslésung. Der restliche 
Fehler von 18 bis 20 °, ist zum kleinsten Teil in Verlusten zu suchen, vielmehr 
geht eine gréBere Menge der Kephalinfallung bei dreimaligem Auswaschen 
an der Zentrifuge mit Alkohol in Lésung. 

2. Wurde festgestellt, daB die urspriingliche Aktivitat des Petrol- 
itherextrakts (z.B. I1C,) durch Vereinigung der Kephalinfallung 
(IIC,) mit dem Trockenriickstand der alkohol-petrolatherischen 
Fallungsmutterlauge (11 C,) wieder regenerierbar ist. ' 


Tabelle III. 





Gerinnungzeit 


Bezeichnung Sek 


ll ¢, 81 
Il Cy 105 
I Cs 140 
05 418 C, 77 


3. Die Aktivitét der Kephalinfallung wird durch mehrmaliges 
kraftiges Auswaschen mit Alkohol an der Zentrifuge betrachtlich ver- 
mindert bzw. die gerinnungsaktive Substanz ist ein alkohollésliches 
Produkt und nicht ein iiblicherweise erhaltenes Kephalin. 
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Beispiel: 
II C, umausgewaschen ...... . . . Gerinnungszeit 85 Sekunde: 
2 £ g 
[1 C, zweimal mit Alkohol ausgewaschen . ‘9 120 is 
Die zugehérige alkoholische Waschfliissig- 
RE es oy oe pages es in Se a a 120 ie 
Dasselbe Kephalin zur weiteren Reinigung nochmals in Petrolathe 
gelést, tiber Nacht im Eisschrank stehend und dann mit 96°,igem Alkoho| 
gefallt, zeigt folgende Gerinnungsverhiltnisse : 


ILC, umausgewaschen ...... . . . Gerinnungszeit 600 Sekunden 
Il C, zweimal mit Alkohol ausgewaschen . » nicht nach 1500 Sek 


Die dritte Umfallung des Kephalin Il war bereits unausgewaschen 
vollig inaktiv. 

Der analoge Versuch mit einem Kephalin, das aus atherische: 
Lésung durch Fallen mit absolutem Alkohol gewonnen wurde, zeigte 
analoge, sogar noch ausgesprochenere Resultate. Das hangt wohl 
mit der lockeren Konsistenz der mit absolutem Alkohol meist ge- 
wonnenen Kephalinfillungen ab, die ein besseres Auswaschen der 
aktiven Bestandteile mit Alkohol gestattet. 

4. Es ist fiir die Wirkungsintensitat gleichgiiltig, ob der das aktive 
Prinzip enthaltene petrolitherische Extrakt unter schonendsten Be- 
dingungen im Vakuumexsikkator konstant getrocknet wurde, oder ob 
dieser iiber freier Flamme, sogar bis zum Auftreten einer von Zersetzungs- 
erscheinungen herriihrenden Braunung erhitzt wurde. 


Tabelle IV. 





Gerinnungszeit in Sek. 





Jezeic , a a 3 aR . 
Bezeichnung im Vakuum konstant iiber freier Flamme 


getrocknet erhitzt 


121 100 
130 120 
90 | 95 


Es soll darauf hingewiesen werden, wie sehr diese Ergebnisse 
trotz abweichender Versuchsanordnung mit denen von Zunz und 
la Barre [(8) und (25) ] wenigstens in den grundlegenden Befunden ahneln. 
Die Verfasser sehen in dem gerinnungsaktiven Prinzip eine alkohol- 
lésliche Substanz, trennen auch bereits aus dem Kephalin mit absolutem 
Alkohol ein lésliches Produkt ab, das sie Cytozymin nennen. Dieses 
Cytozymin wiirde nun nach den Verfassern mit Lecithin zusammen 
Cytozym, die héchst gerinnungsaktive Substanz, bilden. Die zuletzt 
vertretene Ansicht steht nicht in Ubereinstimmung mit den spiiteren 
Resultaten dieser Arbeit. 

Es wurde nunmehr nach verschiedenen Kephalinen gefahndet. 
die durch Variierung der Darstellung erhalten werden sollten und div 
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zum Teil analytisch auf ihre Zusammensetzung untersucht wurden. 
So wurde z. B. die Fallung des petrolitherischen Extraktes nicht nur 
mit 96° igem Alkohol, sondern auch mit absolutem vorgenommen. 
Auch wurde der Petrolatherextrakt zur Trockne im Vakuum eingeengt, 
der Riickstand mit Ather aufgenommen und nunmehr die atheriszhe 
Lésung mit absolutem Alkohol gefallt. Die Befunde entsprachen den 
friiheren. 

Ausgehend von der Beobachtung, daB das aktive Prinzip eines 
unreinen Kephalins durch Auswaschen mit Alkohol verloren geht, 
wurde der aktive Riickstand des urspriinglichen Petrolatherextraktes 
sowohl in der Kalte an der Schiittelmaschine mit absolutem Alkohol, 
als auch in der Hitze am RiickfluB extrahiert. Obwohl die Aktivitat 
der in der Hitze in Alkohol léslichen Substanzen gréBer war als die in 
der Kalte extrahierbaren, gelang es nie, ein Produkt zu gewinnen, das 
den urspriinglichen Petrolitherextrakt an Aktivitat tibertraf. 

Weiterhin wurde die atherische Lésung eines hochaktiven Produktes 
mit 96-, mit 70- und mit 50° igem Alkohol getallt und dabei lediglich 
ein Einblick in die auBerordentlich verwickelten Kephalinfallungs- 
verhaltnisse gewonnen: Produkte, die nach vorheriger Ausfallung sich 
im Uberschu8 des Fallungsmittels listen, bei weiterem Uberschu8 in 
geringer Menge wieder kamen. Ferner prinzipielle Unterschiede bei 
Fallung mit Alkohol gleicher Konzentration, je nachdem sich die gleiche 
Substanz in atherischer oder petrolatherischer Lésung befand. 

Es ergaben sich Anhaltspunkte fiir weitere Fraktionierungsméglich- 
keiten. Da standig in aktiven Produkten neben Phosphatiden und 
Cerebrosiden Cholesterin nachgewiesen werden konnte, wurde eine 
Vereinigung dieser Komponenten in wechselnden, aber stets genau 
bestimmten Verhaltnissen versucht. Und zwar wurde diese Vereinigung 
selbstverstandlich so vorgenommen, daB sich dabei die Substanzen in 
Lésung befanden und somit wenigstens die Méglichkeit einer Reaktion 
untereinander gegeben war. So lieBen sich beispielsweise Cerebroside 
und Cholesterin in Lésung von 96° igem Alkohol mit einer Lésung 
eines Kephalins in Chloroform zu einer klaren Lésung vereinigen. 
In keinem Falle konnte eine Gerinnungsaktivitét erhalten werden. 
Da die inaktiven bzw. weniger aktiven Produkte haufig cholesterinfrei 
waren, wurde untersucht, ob eventuell die Cholesterinabtrennung 
einen die Gerinnungsaktivitat stérenden Eingriff in ein eventuell 
komplexes Gefiige gerinnungswirksamer Substanzen bedeutet. Infolge- 
dessen wurde die Darstellungsweise der Kephalinprodukte insofern 
variiert, als einmal das Ausgangsmaterial (stets Schweinehirn) unter 
schonendster Behandlung mit Aceton getrocknet, also lediglich gelinde 
erwarmt, und entsprechend die Petrolatherextraktion ohne Erwarmung 
durchgefiihrt wurde (Kephalinreihe I, II, V, VII). Ein anderes Mal 
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cbenso schonend, nur mit dem Unterschied, dab die Acetonbehand- 
ling so lange fortgesetzt wurde, bis das zur Petrolatherbehand- 
lung kommende Ausgangsmaterial nahezu cholesterinfrei war. Dies 
erforderte eine zwélfmalige Behandlung mit Aceton (Kephalinreihe V1). 
In anderen Fallen wurden keineswegs schonende Bedingungen ein- 
vehalten, die Extraktion vielmehr unter kraftigem Erhitzen, die 
Petrolatherextraktion sogar im Soxhlet-Apparat vorgenommen (Ke- 
phalinreihe IIT und IV). 

Die damit erreichten Unterschiede im Cholesteringehalt der 
aktiven Substanzen von 0,5 bis 26°, beeinfluBten die Aktivitat der 
gerinnungsaktiven Substanzen ebenso wenig wie die teils absichtlich 
wenig schonenden Bedingungen ihrer Darstellung. Diese Versuche 
erbringen wohl ebenfalls einwandfrei ein Argument fiir die Thermo- 
stabilitét des gerinnungsaktiven Prinzips. 

Um diese Verhiltnisse klarer zu iibersehen, ist vorstehend eine 
ausfiihrliche Tabelle gebracht (Tabelle V). 

Kjeldahl-Stickstoffbestimmungen : 


com n/lO HCI: 168°, ) Mittel: 1.68 ° 
MITEL: 508 "65 


ILL Cy: 0.1144 g Substanz verbr. 1.37 
1,53 ,, n/l0 HCI: 1,67% | 


0,1287 g 
H1C,:0,1078g . 149 .. n/LO HCI: 1,942, 
0,1603g ,, » 2,15 ,, n/10 HCI: 1,88% | 


HEC: 0 1lll4g ¥ i Py eee 10 HCI: 147°, | 
0,1166 g re eres) pa 10 HCl: 1,56°, 


VO,:0,1109g¢ —,, » 1,46 ,, n/10 HCI: 1,84% 
0,1134g ,, » 1,48 ,, n/lO HCI: 1,83% 


VC,: 0,1274 g Pr ei | lOHCI: 55% —— 
0,1230g » 1,46 ,, n/l0 HCI: 1,66% oe 


VG: 0,1192 g - eve * = 1O HCI: 1,65 °, a 
0,1121 g ary °° » > ae lO HCI: By >: tA . ,08 


VI C,: 0,1086 g a i of ok ‘10 HCI: 1,95 °, maee 
0,1220g ,, hi RA RIT AM 


VIC,:0,1011 g P vars ia 10 HCI; 1,66°%, “we 
0,1176 g 6 tb ‘ ». n/lOHCI: 167°, | ao. ee 


VI C,: 0,1052 g 6 e 49 =, 10 HCI: 1,99% | 1.98 ° 
0,1283g ,, we nfleha:1%): "= orn 


VITC,: 0,1442 g a re ; ve 10 HCI: 1,87 °, | = 
1 1,87 ° 
0,1450 g es Pe? ‘ $5 LO HCI: 1,87°, | = ; ° 


VIIC,:0,1102g¢ ., . 1,53 ., n/l0OHC: 1, 
0,1190¢  .. . 1,50 .. n/LOHCI: 1, 


VIIC,:0,1285¢ . 1,70 .. n/l0 HCI: 1,85° 
0.1285 ¢ .., . 1,73 ., n/l0 HCI: 1,89° 


950 | 1,86° 
7 vo 


5°, 
T% J 


%o \ 
3 i 
ed ovine EM 
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Aminostickstoff nach van Slyke: 

ILI Cy: 39,03 mg Subst. geben 0,410 cem N (20°, 768 mm): 4 | Mittel 
39,03 ,, << » 0,445 ,, N (20°, 768 . a6 ee ee 
> | Mittel: 

ccs 1,59 ' 
wet o | Mittel: 
:0,70% | O,61° 
: 1,31 °, | Mittel 
#1,381% J 2,81 
o \ Mittel 
Ae ee 
o | Mittel: 
yeh 
» | Mittel: 
ee ve 
LY Mittel 
AS an 
: 1.68% | Mittel; 
a ee AS le 
: 133°, ; Mittel: 
{pee ol yee 
: 1,61°, | Mittel: 


) 

[LI Cy: 48,90, a » 0,635 ,, N (20°, 765 ) 
48,90 ,, ‘i » 0,690 ,, N (20°, 765 ) 

[11 Cy: 49,62 ,, - » 0,225 ,, N (20°, 765 yi 
49,62 ,, a » 0,295 ,, N (20°, 765 ) 

: 94,72 ,, i »» 0,275 ,, N (20°, 765 ) 
24,72 ” » 0,275 ,, N (20°, 765 ) 

3 41,02..,, a ss . » N (20°, 765 ) 
41,02 ,, 2 5 , Be » N (20°, 765 ) 

‘3: 44.46 ,, Pr ‘5 445 ,, N (20°, 765 ,, ) 
44,46 ,, a -- 475 ,, N (20°, 765 ,, ): 
) 

) 

) 

) 

“ 

) 

) 

ie 

) 

) 

) 


+ 


ot — e 


‘',: 36,86 ,, 4 ae. 595 4, N (21°, 765 
36,86 -., <5 46 085 a, wh wed 765 

VI C,: 35,76 ,, oh ss  OOBD: os , 765 
35,76 ,, ss » 0,500 ,, 21°, 765 


_ 
> 


ow C00 te or 
wn a 


all eel ella el eed cel ce 


IGS. sh 2 oe 
36,18 ,, o | ae 


VII C,: 30,44 ,, ‘ os - ee 
30,44 ,, ~ og RS se Z "765.5. a 


VII Cy: 40,68 ,, ee 21°, 765,5,, 
40,68 ,, : » 082 .. 21°, 765,5,, ):1,62% J 1,61°, 


VIT C,: 35,48 ,, ” oni RIO: 5 21°, 765,5,, 1,55°, | Mittel: 
35,48 ,, 99 » 0,476 ,, °, 765,5,, ): 1,54% J 1,55° 

Anmerkung. Analysen: Cy, siehe friiher. N-Angabe bei van Slyke: je 
halbes N-Volumen nach Abzug des Blindwertes. Phosphor- und Cholesterin- 
bestimmungen erfolgten kolorimetrisch. 

Aus der Tabelle kann gefolgert werden (iiber die Bedeutung der 
in der Tabelle verwendeten Bezeichnungen, wie iiber die Besonderheiten 
der Darstellung der Versuchsserien I bis VII wurde bereits ausfiihrlich 
berichtet) : 

1. Temperaturverhaltnisse bei der Darstellung aktiven Materials 
scheinen keine prinzipielle Rolle zu spielen. (Vgl. III C, und VIIC,.) 

2. Die Cholesterinentfernung scheint ebenso auf die Aktivitit 
ohne Einflu8 zu sein. (Vgl. VC, und VIC,, mit 10,73 und 0,93 % Chole- 
sterin zeigen nach Albert Fischerschen Gerinnungseinheiten gemessen 
gleiche Wirksamkeit; ebenso ahnlich III C, und VII C,.) 

Zuweilen sind Abweichungen zwischen dem Wert der Gerinnungs- 
zeit in Sekunden und dem der Gerinnungseinheiten (GE.) zu beob 
achten. So kénnen bei selbstverstaindlich gleichen Konzentrations- 
verhaltnissen (Verdiinnung 1:5) zwei verschiedene Substanzen den 
annihernd gleichen Wert der Gerinnungszeit in Sekunden haben. 
wahrend der Wert der Gerinnungseinheiten verschieden ist. So z. 
VIC, und VIC. Die Gerinnungseinheiten, deren Wert von der Ver- 
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inderung der Gerinnungszeiten bei Verdiinnung auf die halbe Kon- 
zentration (von 1:5 auf 1:10) abhangt, scheint nach Albert Fischer 
fir die wirkliche Gerinnungsaktivitat charakteristischer zu sein. (Vgl. 
auch IIIT C, und III C,.) 

3. Die Kephalinfallungen haben innerhalb ihrer zusammengehérigen 
Gruppe stets die geringste Gerinnungsaktivitat. 

4. Die Kephalinfallungen sind, wie zu erwarten. durch den héchsten 
Phosphorwert und den héchsten Wert Aminostickstoff in Prozenten des 
Gesamtstickstoffs charakte- 
risiert. Das iiberraschende 
Ergebnis ist, daB die ana- 
lytisch besten Kephalinpra- 
parate, die den héchsten 
Wert Aminostickstoff in 
Prozenten des Gesamtstick- 
stoffs aufweisen, die am 
wenigsten gerinnungsaktiven 
sind (z. B. VIC, mit 100% 
Aminostickstoff in Prozenten 
des Gesamtstickstoffs). 
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Die Gerinnungsaktivitat 
vines Kephalinprdparats ist 6H a ee. ab a 
um so geringer, je hdher Abd. 1. 
dessen Phosphorgehalt und je 
hiher dessen Wert: Aminostickstof{ in Prozenten des Gesamtstickstof{s ist, 
d.h. je reiner ein Kephalin, desto geringer seine Aktivitat. 

5. Untersuchungen iiber das optische Drehungsvermégen aktiver, 
keine Biuretreaktion gebender Substanzen zeigten, daB die zuweilen 
spurenhafte optische Aktivitét wohl nur von dem Cholesteringehalt 
derselben abhing. 

6. Es besteht, wie aus den nachfolgenden graphischen Darstellungen 
ersichtlich ist, auch ein Zusammenhang zwischen der GréBe der Ge- 
rinnungsaktivitét einer Substanz und deren Absorptionsfihigkeit im 
ultravioletten Spektralgebiet. Tragt man fiir Substanzen verschiedener 
Gerinnungsaktivitét in einem Koordinatensystem auf der Ordinate den 
Logarithmus des Bunsenschen Extinktionskoeffizienten e¢, auf der 
Abszisse die Wellenlingen in my auf, so gewinnt man Kurven, die 
deutlich zeigen, daB die aktivste Substanz die geringste und die un- 
wirksamste die starkste Absorptionsfahigkeit aufweist. Charakteristische 
Bandenabsorptionen zeigten sich nicht. 

Eine Entscheidung dariiber, welche Substanz fiir das wirksame 
Prinzip gerinnungsaktiver Substanzen verantwortlich zu machen ist, 
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kann noch nicht gegeben werden. Vieles spricht dafiir, daB es sich um 
einen Komplex handelt, an dem vielleicht Kephalin und Cerebroside 
beteiligt sind, so, da die urspriingliche Aktivitét eines Petrolather- 
extraktes wieder regeneriert wird durch die Vereinigung von zwei hieraus 
erhaltenen Produkten (der Kephalinfallung und dem Riickstand de: 
alkohol-petrolatherischen Fallungsmutterlauge), die beide wenige: 
aktiv sind als das Ausgangsmaterial. Die Schwankungen in der Chole- 
sterinkonzentration spielen ja keine ausschlaggebende Rolle. AuBerdem 
spricht fiir diese Ansicht, da mit der Ausscheidung von Cerebrosiden aus 
aktiven petrolatherischen Extrakten eine gewisse Aktivitétsabnahme 
zu beobachten ist. Es muB beachtet werden, daB die eben genannten 
Cerebroside, die als solche in Petrolather absolut unléslich sind, sich 
hier in petrolatherischer Lésung befinden und daB sie erst nach kurzem 
Stehen im Eisschrank aus dieser ausfallen. 


Vielleicht bestehen aber auch Zusammenhainge mit dem = von 
Rudy und Page (26) beschriebenen alkoholléslichen Kephalin, das 
vielleicht nur in einer bestimmten Komplexbildung der Alkoholfallung 
entgeht und somit in der alkohol-petrolatherischen Fallungsmutterlauge 
verbleibt. Warum sollte dieses Kephalin, das durch keinen noch so 
groBen (20fachen) AlkoholiiberschuB fallbar ist, aus der Fallungsmutter- 
lauge nach vorsichtigem Einengen im Vakuum und Aufnahme mit 


Petrolather nunmehr plétzlich wieder mit Alkohol fallbar sein? Dai 
Kephalin in einer alkoholischen Lecithinlésung léslich ist, vermag dies 
wohl nicht zu begriinden, denn die Lecithinmenge bleibt ja in der 
Fallungsmutterlauge vor und nach dem Einengen derselben die gleiche. 
Es kénnte aber auch nach einer Ansicht Levenes eine chemische Ver- 
bindung zwischen Lecithin und Kephalin angenommen werden, dic 
durch den ProzeB des Einengens im Vakuum zerstért werden kénnte. 
Damjit ist jedoch der niedrigere Phosphorwert des aus der Fallungs- 
mutterlauge eliminierbaren Kephalins weniger gut erklart als wie 
durch die Annahme, da der Phosphorgehalt des Kephalins durch 
den Gehalt an phosphorfreien Cerebrosiden gedriickt wird. Und um 
einen stickstoffhaltigen Komplexbeteiligten mu8 es sich wohl handeln, 
da stirkste Blutgerinnungsaktivitéat zeigende Substanzen nach Abzug 
des van Slyke-Stickstoffs vom Gesamtstickstoff einen relativ hohen 
Stickstoffrest besitzen (siehe Tabelle V) und Eiwei8 als Trager desselben 
nicht in Frage zu kommen scheint. 


Ill. Die Gerinnungsaktivitit anderer Lipoide und ihrer Spaltprodukte. 


A. Lecithin. Ein nach Levene und Rolf (27) aus Eigelb hergestelltes 
Lecithin zeigte wie auch seine Cadmiumchloridverbindung keine ge- 
rinnungsaktive Wirkung. Dasselbe Resultat wurde auch mit einem 





Chemische Natur des Lipoidfaktors bei der Blutgerinnung. 131 


aus Eilecithin- Merck iiber die Chlorcadmiumverbindung §gereinigten 
Lecithin erhalten. 

B. Cholesterin. Als Nebenprodukt bei der Kephalindarstellung 
(Vorbehandlung des Gehirns mit Aceton) erhaltenes Cholesterin, das 
yeringe gerinnungsférdernde Wirkung zeigte, hatte diese nach drei- 
maligem Umkristallisieren aus Alkohol véllig verloren. Kaufliches 
Cholesterin-Kahlbaum zeigte analoge Verhaltnisse. Daf wechselnde 
Cholesterinkonzentrationen gerinnungsaktiver Substanzen auf die 
Gerinnungswirksamkeit keinen EinfluB haben, wurde bereits ausfiihrlich 
behandelt. 

C. Cerebroside. Als Ausgangsmaterial dienten die Cerebrosid- 
ausscheidungen im Verlauf der Kephalindarstellung. Petrolatherische 
Lésungen von Kephalinpraparaten sondern beim Stehen im Eisschrank 
Cerebrosidgemische ab, die filtriert und sorgfaltig mit Petrolather aus- 
gewaschen auf ihre Gerinnungsaktivitét untersucht wurden. Diese, 
keinen Phosphor als Verunreinigung mehr enthaltenden Substanzen, 
die mit Wasser keine Emulsionen bildeten, zeigten keinerlei Gerinnungs- 
wirkung. 

D. Glycerinphosphorsdure. Glycerinphosphorséure in wasseriger 
Lésung hat in verschiedenen Konzentrationen keinen EinfluB auf die 
Blutgerinnungsgeschwindigkeit. Dieselbe Ansicht vertritt Kuwa- 
shima (28) im Gegensatz zu Freund (29). Ebenso zeigt das Barium- 
und auch das Calciumsalz, letzteres durch Umsetzen des Bariumsalzes 
mit Calciumsulfat gewonnen (30), keine Gerinnungsaktivitat. 

E. Kleinere Bausteine. Stearinsiure, Olsiure, Linolsiure, Linolen- 
siure, das sind Séuren verschiedenen Sattigungsgrades; aber auch ein 
Vertreter eines Triglycerids, z. B. Triolein, zeigte, teils in der Literatur 
widersprochen, keine Aktivitat bei der Blutgerinnung. 


Zusammenfassung. 


1. Es werden genaue Angaben iiber die Methodik der Messung 
des Gerinnungsvorgangs gemacht. 

2. Es wird bewiesen, da8 das in iiblicher Weise erhaltene Kephalin 
gerinnungsunwirksam ist, da nach zahlreichen Analysen die Gerinnungs- 
aktivitét eines Kephalinpraparats mit zunehmendem Phosphorgehalt 
und Zunahme des Wertes: Aminostickstoffgehalt in Prozenten des 
Gesamtstickstoffgehalts, sinkt. 


3. Es wird gezeigt, daB die aktive Substanz unspezifisch, thermo- 
stabil, alkoholléslich und wahrscheinlich komplexer Natur ist und weit- 
gehende Schwankungen des Cholesteringehalts, hervorgerufen durch 
Variierung der Darstellung, keinen Einflu8 auf die Gerinnungsaktivitat 
haben. 


a 
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4. Es wird die komplexe Natur der gerinnungsaktiven Substanz 
diskutiert. 

5. Die gerinnungsaktivste Substanz zeigt die schwachste, dic 
gerinnungsunwirksamste die starkste Absorptionsfahigkeit im ultra- 
violetten Spektralgebiet. 

6. Die keinen Eiweifstickstoff enthaltenden gerinnungsaktiven 
Substanzen zeigen optisches Drehungsvermégen nur in dem MaBe, als 
dies ihrem Cholesteringehalt entspricht. 

7. Andere Lipoide: Lecithin, Cerebroside, Cholesterin und einzelne 
Bausteine: Glycerinphosphorséure (deren Ca- und Ba-Salz), als Ver- 
treter eines Fettes bzw. Triglycerids Triolein, wie auch Fettséuren ver- 
schiedenen Sattigungsgrades (Stearin-, Ol-, Linol- und Linolensaure) 
waren gerinnungsinaktiv. 
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Beziehungen zwischen Serum-Calcium und Grundumsatz. 


Von 
L. Lengyel'. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Basel.) 
(Eingegangen am 24. Januar 1954.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Der Ca-Gehalt des Blutserums beeinflu8t bekanntlich weitgehend 
die Erregbarkeit der verschiedensten Organe. Deshalb schien es von 
Interesse danach zu forschen, ob zwischen diesem und dem Grundstoff- 
wechsel ein Zusammenhang besteht. Das war die Aufgabe der folgenden 
Untersuchungen, in welchen das Problem von verschiedenen Gesichts- 
punkten aus verfolgt wird. In einer Reihe von friiheren Untersuchungen 
ist die Wirkung von Inkreten auf den Gaswechsel untersucht worden?. 
Nachdem bekanntlich Ca die Wirkung verschiedener Inkrete stark 
beeinfluBt, war es in diesem Zusammenhang auch erwiinscht, seine 
Wirkung auf den Grundumsatz kennenzulernen. 


Untersuchungen iiber den Einflu8 von Ca auf den Gaswechsel sind 
bisher kaum vorhanden. Allerdings sind verschiedene Angaben zu finden. 
welche auf die Wirkung des Ca folgern lassen. Ein Teil dieser befaBt sich 
mit der Wirkung von Ca auf den Gewebsstoffwechsel. Thunberg® (1909), 
Lange* (1924), sowie Myrhman® (1931) fanden, daB CaCl, bei steigender 
Konzentration die Atmung von ausgeschnittenen, zerkleinerten Frosch- 
muskeln vermindert. Lange gibt aber andererseits an. daB auch in Ca-freier 
Lésung der O,-Verbrauch niedrig ist. Am iiberlebenden Nierengewebe von 
Warmbliitern fand Leibowitz’ sowie Kisch? die Atmung in Ca-freier Lésung 
ebenfalls stark erniedrigt, zwischen 30 bis 500°, der normalen Ca-Kon- 
zentration des Blutserums liegt dagegen die Atmung gleich. 

Andere Untersuchungen befaBten sich mit der GréBe des Gaswechsels 
bei Rachitis. Nitschke® (1933) gab an, daB beim rachitischen Kind dieser 
unternormal sei. Tierversuche von Baldwin® und Mitarbeitern (1928), auf 
welche er sich beruft, zeigen das aber nicht. Sie sind an Hiihnern aus- 
gefiihrt und es wurde nur der respiratorische Quotient bestimmt. Auch 
kann man aus der Arbeit von Seel?® (1928) keine Folgerungen ziehen, weil 


' Ausgefiihrt unter Leitung von Prof. F’. Verzar. — * ,,Arbeiten iiber den 
Einflu8 von Inkreten auf den Gaswechsel“, diese Zeitschr. 205, 433, 441, 
1929; 234, 186, 1931; 287, 199, 1931; 240, 19, 28, 37, 1931: Pfliigers Arch. 
222, 690, 1929. — * Th. Thunberg, Skand. Arch. Physiol. 22, 406, 1909. - 
* H. Lange, Zeitschr. f. physiol. Chem. 137, 105, 1924. — ® G. Myrhman, 


Acta paediatrica 10, 140, 1930. — ® J. Leibowitz, diese Zeitschr. 226, 339, 
1930. — 7 B. Kisch, ebenda 235, 51, 1931. — 8 A. Nitschke, Klin. Wochen- 


schr. 1933, S. 1793. — ® F. M. Baldwin, V.E. Nelson u. C. H. Macdonald, 
Amer. J. of Physiol. 85, 482, 1928. — ' H. Seel, Arch. f. exper. Pathol. u. 
Pharm. 128, 102, 1928. 
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hier die Ratten auBer an D- auch an A-Mangel litten. Nach Nitschke und 
Schneider? (1932) soll nicht nur bei Rachitis, sondern auch bei Tetanie des 
Menschen eine Abnahme des Grundumsatzes bis zu 22°; vorhanden sein. 


Unsere Versuche sollten auf die Fragen Antwort geben, ob man 
den Ca-Gehalt des Serums durch Zufuhr von Ca iiberhaupt beeinflussen 
kann, und ob auf diese Weise der Grundumsatz auch beeinfluBt wird 
Diese Fragen sollten sowohl an normalen, wie auch an solchen Tieren 
gepruft werden, die an einer mit Abnahme des Serum-Ca einhergehenden 
Erkrankung litten. 

Wir vergleichen 1. den respiratorischen Gaswechsel von Ratten., 
die auf verschiedenen Diaiten gehalten waren, wodurch ihr Serum-Ca 
normal bzw. vermindert war, 2. untersuchten wir, ob bei Tieren mit 
vermindertem Serum-Ca durch Heilung der Avitaminose gleichzeitig 
mit dem Ca-Gehalt auch der O,-Verbrauch wieder normal wird, 3. ol} 
es bei normalen Tieren gelingt, durch eine Injektion oder durch tagliche 
Injektionen eines Ca-Praparats bzw. durch Fiitterung desselben den 
Ca-Gehalt des Serums zu erhéhen, 4. ob sich damit parallel auch der 
Gaswechsel andert, 5. ob es durch dieselbe Behandlung auch gelingt, 
den Ca-Gehalt des Serums der Ca-armen Tiere zu erhéhen und 6. ob 
damit auch eine Anderung des Gaswechsels verbunden ist. 

Zu den Versuchen verwendeten wir ausgewachsene miannliche Ratten. 
Diese wurden in zwei Gruppen verschieden gefiittert. Die erste Gruppe 
hatte einen normalen Serum-Ca-Wert, die zweite Gruppe dagegen einen 
niedrigen, der wahrscheinlich durch einen Mangel an D-Vitamin — wie 
weiter unten gezeigt wird — bedingt war, wobei sich eine osteoporose- 
artige Erkrankung (chronische Rachitis ?) entwickelte. 

Die Ratten der ersten Gruppe erhielten taglich etwa 10 g aus dem nach 
folgenden Gemisch: Roggenmehl 200 g, Weizenmehl (Graham) 400 g, Mais 
mehl 400 g, Fleischmehl 200 g, Salzgemisch 50g, Reis, gekocht, 1200 g. 
Milch 1200 g, Hefe 20 g, Lebertran 50 g. Das Gemisch wird so hergestellt. 
da®8 zum gekochten Reis die tibrigen Substanzen hinzugegeben werden, 
und davon auf Trockengewicht berechnet 10 g taglich gefiittert wird. Ferne: 
erhielten die Tiere Mais nach Belieben und woéchentlich einmal gelbe Riiben 
und gekochte Kartoffeln. Das Salzgemisch bestand aus Kochsalz (jodiert ) 
500 g, MgSO, 80g, Mononatriumphosphat 100 g, Dikaliumphosphat 280 g, 
Ca-Phosphat 160 g, Ca-Lactat 390g, Eisencitrat 35 g, Manganosulfat 2 g. 

Die Didt der Ratten der zweiten Gruppe war die folgende: Milch, gekocht. 
5 cem taglich, WeiBbrot, gelbe Riiben, Mais, Weizen nach Belieben, wochent 
lich einmal gekochte Kartoffeln. Durch eine ahnliche Diét haben Kramer 
und Howland? ebenfalls eine mit niedrigem Blut-Ca einhergehende rachitis 
ahnliche, richtiger als Osteoporose zu bezeichnende Krankheit bei Ratten 
verursacht. Auch ihre Tiere hatten einen erniedrigten Ca-, jedoch normalen 
Phosphatgehalt des Serums. Ihre Diaét bestand aus 30°, Weizen, 20° 
Mais. 10°, Hafer, 10°, Bohnen, 10°, Casein, und war demnach unsere! 


1 4. Nitschke u. M. Schneider, Zeitschr. f. Kinderheilkde. 52, 671, 1932; 
54, 1, 1933. — 2 Kramer u. B. Howland, J. of biol. Chem. 50, 21, 1922. 
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echt ahnlich. Interessant ist, daB sie mit einer anderen Diat bei normalem 
Serum-Ca — jedoch niedrigem Serumphosphat — ebenfalls Osteoporose 
bekamen (33°, Weizen, 33°, Mais, 1°, Weizenkleber. 1°,, NaCl und 
3°, CaCO,). 

Das Krankheitsbild, das sich bei monatelanger Fiitterung bei dieser 
zweiten Gruppe entwickelte, laBt sich am besten aut Grund der Réntgeno- 
gramme demonstrieren, in welchen die unteren K6érperhalften von einem 
normalen Tier der Gruppe | und einem Tier der Gruppe 2 zu sehen sind. 
Das Réntgenogramm der Gruppe 2 zeigt deutlich das Bild einer Osteo- 
porose bzw. einer nicht vollentwickelten chronischen Rachitis'. Wir lassen 
die Frage, welche Bezeichnung fiir diese Erkrankung richtig ist, hier un- 
diskutiert. Sie geht mit niedrigem Serum-Ca einher, fiihrt zur Erweichung 
der Knochen und ist durch Lebertran heilbar. Abb. 3 und 4 (Anhang). 


Versuche. 
I. Teil. Wirkung der Didt auf das Serum-Ca. 

Es soll zuerst besprochen werden, welche Unterschiede sich im 
Serum-Ca-Gehalt zwischen den beiden verschieden gefiitterten Tier- 
gruppen zeigen. 

Methodik der Ca- Bestimmung. Es wurde die Methode von Kramer und 
Tisdall? benutzt. Zur Ca-Bestimmung lieBen wir das Tier aus den Carotiden 
verbluten. Aus dem Gesamtblut wurden die zu einer Bestimmung nétigen 
| bis 2cem Serum gewonnen. Fiir manche Bestimmungen benutzten wir 
das Blut von zwei Tieren zusammen. Serumphosphat-Bestimmungen wurden 
in verschiedenen Fallen auch ausgefiihrt und dazu die Methode von Fiske 
und Subaroff? verwendet. 








Tabelle I. Tabelle LI. 
Serum-Ca von Ratten Serum-Ca von Katten 
der Gruppe lI. der Gruppe II. 
Tier Serum-Ca Tier Serum-Ca 
Nr. mg-9/9 Nr. mg-° 5 
; ‘ 151—152* 69 
301 9.5 153—154* 65 
302 10,6 155—156* 7.6 
P ‘. 235 7.9 
341 10,5 93%; 75 
342 10,4 237 10,0 
238 6.4 
g € 1) 
343 9,9 243 6,5 
344 9,9 244 7,4 
7 245 6,3 
Mittel: 10,1 ; = 
Mittel: i3 
* Serum von 2 Tieren fiir jede 
Bestimmung. 


Versuchsreihe 1. Tabelle I gibt die Serum-Ca-Werte bei sechs Tieren 
der Gruppe 1 (normal gefiittert). 


1 Wir verdanken diese Réntgenogramme Herrn Prof. £. Wieland, 
Kinderklinik, Basel. — ? P. Rona, Prakt. d. Physiol. Chem. 1929. 
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Diese Werte liegen zwischen 9,5 und 10,6 mg-°,, Mittel 10,1 mg-' 
und zeigen, daB die Tiere dieser Gruppe einen normalen Serum-Ca-Gehalt 
hatten. 

Versuchsreihe 2. In der Tabelle II ist zum Vergleich der Serum-Ca 
Gehalt von 13 Ratten der zweiten Gruppe angefiihrt. 

Die Werte liegen zwischen 6,3 und 7,9 mg-°,, nur in einem Falle haben 
wir einen Normalwert von 10 mg-°, gefunden. Der mittlere Wert. isi 
7,3 mg-°,, liegt also bedeutend niedriger als der Normalwert. 

Es ist zu bemerken, da in einer anderen Versuchsreihe, die von diese: 
zeitlich 1 Jahr entfernt liegt, mit derselben Diat noch niedrigere Serum-Ca 
Werte erhalten wurden (s. die nachste Arbeit von Ludadny und Leng vel) 

Versuchsreihe 3 und 4. Im Zusammenhang mit der Frage, ob es sich bei 
diesen Tieren um eine rachitiséhnliche Erkrankung handelt, war auch die 
Bestimmung des Serumphosphatgehalts von Wichtigkeit. Das wurde bei 
beiden Gruppen durchgefiihrt und, wie aus Tabelle II] bzw. IV hervorgeht. 
war in beiden Fallen der Phosphatgehalt des Serums gleich und normal. 








Tabelle ILI. Tabelle IV. 
Serumphosphat bei Ratten Serumphosphatgehalt bei 
der Gruppe lL. Ratten der Gruppe 2. 
Tier Serum-Phosphat Tier Serum-Phosphat 
Nr. } mg-/ Nr. mg-9/9 
321 8,5 211 8,0 
322 8,7 212 8,7 
323 9,0 213 9,0 
324 8,0 214 8,0 
Mittel: 8,6 Mittel: 8,4 


Versuchsreihe 5. Um die Ursache dieser Erkrankung sicherzustellen. 
haben wir Versuche ausgefiihrt, in welchen wir versuchten, den Ca-Gehalt 
des Blutserums mittels Vitamin D, das in Form von Lebertran gereicht 
wurde, auf seinen normalen Wert zu heben. Wir haben deshalb vier Ratten 
der zweiten Gruppe, die einen niedrigen Serum-Ca-Gehalt hatten, wahrend 
30 Tagen taglich 0,5cem Lebertran zum Futter hinzugemischt, dann die 
Tiere get6tet und ihr Serum-Ca bestimmt. Die Kontrolltiere wurden gleich 
zeitig getétet und hatten keinen Lebertran erhalten. Tabelle V zeigt die 
entsprechenden Werte. 

Tabelle V. 


Serum-Ca der Gruppe 2 nach Lebertran. 





Tier Serum-Ca Kontrolltier Serum-Ca 
Nr. mg-9/5 Nr. mg-/ 
231 10,5 235 7,9 
232 10,5 236 7,5 
233 9,8 237 10,0 
234 99 | 238 64 
Mittel: 10,2 Mittel: 7,9 





Demnach war durch Lebertranfiitterung der Ca-Gehalt im Serum 
dieser erkrankten Tiere auf den Normalwert gestiegen. Es la8t sich aller- 
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dings daraus, in Anbetracht neuerer Erfahrungen am Menschen, die Wirkung 
noch nicht unbedingt auf seinen Gehalt an Vitamin D zuriickfiihren, trotz- 
dem wir das in diesem Falle als wahrscheinlich bezeichnen méchten. 

Zusammenfassend laiBt sich also sagen, daB die Tiere der zweiten Gruppe 
eine durch spezielle Fiitterung bedingte, mit niedrigem Serum-Ca und 
normalen Serumphosphatgehalt einhergehende, durch groBe Lebertran- 
mengen heilbare und mit einer Erweichung der Knochen einhergehende 
Krankheit (Osteoporose bzw. chronische Rachitis) hatten. Bei der durch 
Vitamin-D-Mangel bedingten echten Rachitis ist bekanntlich der Ca-Gehalt 
nicht wesentlich verandert, sondern es zeigen sich mehr im Phosphatgehalt 
Unterschiede gegentiber normalen Tieren. Die Erkrankung ist also nicht 
mit echter Jugendrachitis identisch, sondern gehért unter die Falle der 
rachitisahnlichen Erkrankungen mit niedrigem Serum-Ca. 

Nach Gyérqgy' ist beim Séugling der Normalgehalt des Serums an Ca 
10,2 mg-°», P 5,2 mg-°%. Bei Rachitis sinkt Ca auf 8,5mg-°,, P auf 2,4 mg-°,,. 
Bei Tetanie dagegen ist Ca 6,6 mg-°,, wahrend P fast normal 4,9 mg-°,, 
bleibt. Wenn man also nach einem Vergleich suchen will, so ist die Serum- 
zusammensetzung unserer Tiere den Anderungen bei Tetanie ahnlich. 
Fir unseren Zweck, die Wirkung der Anderung des Serum-Ca zu unter- 
suchen, waren diese Tiere demnach besonders geeignet. 


Ll. Teil. Wirkung von Ca-Gluconat auf das Serum-Ca. 

In den folgenden Versuchsreihen wurde untersucht, ob es gelingt., 
durch Gaben eines Ca-Salzes den Serum-Ca-Wert sowohl bei normalen 
wie osteoporotischen Tieren zu erhéhen. Von den zur Verfiigung 
stehenden wasserléslichen Ca-Praparaten schien uns besonders Ca- 
Gluconat (Sandoz) hierfiir sehr geeignet, denn es ist auBerordentlich 
leicht wasserléslich und gut vertraglich ?. 

Jansen*® hat durch langdauernde Fiitterung mit verschiedenen Ca- 
Salzen pathologisch erniedrigte Serum-Ca-Werte beim Menschen erhéhen 
kénnen. Ca-Gluconat wurde von Rothlin* empfohlen. Bei Kaninchen fand 
er? durch 20 bis 80 mg pro kg eine Erhéhung des Serum-Ca, deren Maximum 
in 20 bis 80 Minuten erreicht war, und auch nach 3 Stunden noch etwas 
vermehrt erschien. Liebermann® konnte beim Menschen durch 3 bis 4 ¢ Ca- 
Gluconat den Serum-Ca-Gehalt heben, wobei das Maximum nach | Stunde 
erreicht wurde. Bei normalen und parathyreopriven Hunden’ hatte eine 
subeutane Injéktion von 25 mg/kg ebenfalls eine Erhéhung zur Folge, deren 
Maximum nach | Stunde erreicht war. Nach 4 Stunden war nur noch eine 
geringe Zunahme zu sehen. 

Versuchsreihe 6 bis 8. Vor allem mute untersucht werden, ob es 
durch eine einmalige subcutane Injektion von Ca-Gluconat gelingt, den 


1 P. Gyorgy, Jahrb. f. Kinderheilkde. 99, 1, 1922. — ? Der Firma, 
Chemische Fabrik vormals Sandoz A.G., Basel, danken wir fiir die Uber- 
lassung der nétigen Versuchsmengen. Wir verwendeten das geléste Pra- 
parat in Ampullen. — * Jansen, Klin. Wochenschr. i924, S. 715. — 
4 BE. Rothlin, Schweiz. med. Wochenschr. 1927, S. 388. — °® Derselbe, Zeit- 
schr. f. d. ges. exper. Med. 70, 634, 1930. — ® A. L. Liebermann, J. Amer. 
Med. Assoc. 97, 15, 1931. — 7 Derselbe, J. of Pharm. and exp. Therap. 42, 
245, 1931. 
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Ca-Gehalt des Serums von Ratten zu erhéhen. Deshalb haben wir zuerst 
bei der ersten Gruppe mit normalem Serum-Ca die Erhéhung des Ca 
Gehalts nach einer subcutanen Injektion von 80 mg Ca-Gluconat bestimmt. 
jedesmal nach 2, 4 und 6 Stunden. Tabelle VI zeigt die entsprechenden 
Werte bei Tieren der Gruppe 1. Fiir jeden Zeitpunkt sind zwei Tiere unter 
sucht worden und aus ihren Werten ein Mittelwert berechnet. Abb. 1 zeigt 
die Anderungen graphisch. 
Tabelle .VI. 
Wirkung von 80mg Ca-Gluconat subcutan bei normalen Ratte) 
der Gruppe l. 








Tier hehendione Serum-Ca Mittelwert 

Nr. mg-° | mg-°'y 
301—302 normal 9.5 u. 10,6 10,0 
3038—804 2 Std. nach Injektion 14,1 , 11,9 13,0 
305—306 ae “ - O% -< 10:3 10.0 
307—308 nach 6 Std. 10,1 10.1 
309—310 bate 97 , 10,3 10,0 


Bei Tieren der Gruppe 2 wurde sowohl die Wirkung von 20 als auch 


von 80mg Ca-Gluconat nach subcutaner Gabe bestimmt, und zwar imme! 
im Serum von zwei Tieren gleichzeitig. 
Tabelle VII. 


W irkung von 20mg Ca-Gluconatsubcutan bei Rattender Gruppe2?. 





Tier a Serum-Ca Mittelwert 

Nr. ’ B mg-°/9 mg-9/> 
151—156* normal 6,9 u. 6,5 u. 7,6 7,0 
157—158* nach 2 Std. 8,0 
159—160* ee eae 6,9 
161—162* ap eae 6,2 


* Fiir jede Bestimmung wurde das Serum von 2 Tieren benutzt. 


Tabelle VIII. 


Wirkung von 80mg Ca-Gluconat subcutan bei Rattender Gruppe?. 





Tier Serum-Ca Mittelwert 

Nr. Behandlung mg-9/, mg-°/o 
151—156* normal 69u.65u.7,.6 | 7,0 
163—164* nach 2 Std. | 8,7 
165—166* “ta Aer 7,2 
167—168* ee 6,8 


* Fiir jede Bestimmung wurde das Serum von 2 Tieren benutzt. 


Durch eine einmalige Injektion von Ca-Gluconat gelingt es also, den 
Serum-Ca-Wert sowohl bei normalen wie bei Tieren mit niedrigem Serum-(a 
bedeutend zu erhéhen. Das Ca bleibt iiber 2 Stunden wesentlich erhéht. 
Nach 80 mg Ca-Gluconat subcutan findet man Erhéhungen von 20 bis 30° 
Nach 4 Stunden sind jedoch bereits wieder normale Werte erreicht. Dieses 
Resultat ist deshalb wichtig, weil es zeigt, daB das Ca ziemlich rasch wieder 
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cus dem Blut verschwindet und daB demnach nach einer einmaligen 
ibeutanen Ca-Injektion bei der Ratte keine Erhéhung des Serum-Ca zu 
erwarten ist, die langer als 2 bis 4 Stunden dauert. 

Versuchsreihe 9. Im folgenden wurde untersucht, ob es gelingt. durch 
tagliche Zufiihrung von Ca-Gluconat wahrend lingerer Zeit den Ca-CGehalt 
des Serums zu erhéhen. 

Das Ca-Gluconat haben wir auf verschiedene Weise gegeben. Entweder 
wurde wahrend 30 Tagen taglich 80 mg Ca-Gluconat injiziert, oder es wurde 
ebenfalls waihrend 30 Tagen taglich 200 mg Ca-Gluconat mittels Sehlund- 
-onde den Tieren gegeben. Beide Methoden wurden an beiden Gruppen 
durchgefiihrt. Die Bestimmung des Serum-Ca erfolgte 24 Stunden nach 
der letzten Ca-Gabe. In Tabelle IX sind die Ergebnisse dieser Ca-Gaben 
hei den normalen Tieren der Gruppe 1 zusammengestellt. Neben jedes 
Tier stellen wir die entsprechende Zahl von Tieren von gleicher Fiitterung, 
die aber kein Ca-Gluconat erhielten. 


Tabelle LX. 


Ratten der Gruppe 1 mit Ca-Gluconat behandelt. 





Tier Seruni-Ca Kontrolitier Serum-Ca 
: Behandlung - 
Nr mg-°/9 Nr. mg-°? 9 
Sil 10.5 301 9,5 
312 | 30 Tage taglich 80mg 9,7 302 10,6 
313 | Ca-Gluconat subcutan | 9.5 341 10,5 
314 10,3 342 10.4 
Mittel: 10,0 10,2 
215 ri 24: < 
ate | 80 Tage taglich 200 mg | af a oo 
317 | Ca-Gluconat per os | 93 : | . 
Mittel: 9,6 99 





Weder durch subcutane noch per os-Gaben von Ca-Gluconat lie sich 
also bei normalen Tieren der Serum-Ca-Gehalt dauernd steigern. 

Versuchsreihe 10. Anders verliefen die Versuche bei den Tieren der 
Gruppe 2 mit abnorm niedrigem Serum-Ca, wie das Tabelle X zeigt. 


Tabelle X. 


Ratten der Gruppe 2 mit Ca-Gluconat behandelt. 





Tier iets tihes Serum-Ca Kontrolltier Serum-Ca 
Nr. ° 8 mg-°/o Nr. mg-° 
239 | 7,2 243 6,5 
240 30 Tage tiglich 80 mg 7,8 244 7.4 
241 | Ca-Gluconat subeutan | 8,8 245 6,3 
242 9,4 oo ~~ 
Mittel: 8,3 6,7 
AR DAE . 
Sty | 80 Tage taglich 200mg | 199 ane 9 
948 | Ca-Gluconat per os | 80 945 63 
Mittel: 9,0 6,7 
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Demnach ist bei Tieren, deren Serum-Ca infolge eines Mangels a: 
Vitamin D um 30°, erniedrigt war, durch subcutane Gaben von Ca-Gluconat 
ebenso wie durch per os-Gaben das Serum-Ca vermehrt worden. Allerdings 
hat es nicht den normalen Wert erreicht, ist aber von 6,7 mg-°, auf 8,3 
bzw. 9,0 mg-°, im Mittel gestiegen. Es gelingt also, durch andauernci 
kiinstliche Zufiihrung von Ca den Gehalt des Serums an diesem zu 
erhéhen, aber nur dann, wenn der Ca-Gehalt abnorm niedrig war. Soweit 
uns bekannt ist, scheint hier zum erstenmal experimentell bewiesen 7. 
sein, daB eine solche langdauernde Erhéhung des Serum-Ca im Tier- 
versuch méglich ist. 


III. Teil. Wirkung von Ca-Gaben auf den O,-Verbrauch (Grundumsat: ) 


Die Hauptfrage unserer Untersuchungen war, ob zwischen dem 
Ca-Gehalt des Blutserums und dem Grundumsatz ein nachweisbare: 
Zusammenhang besteht. 


Die Bestimmung des Gaswechsels der Ratten wurde nach der in unseren 
Institut iiblichen Methode von Atwater und Benedict ausgefiihrt. Gleich 
zeitig werden vier Ratten untersucht, die Tiere hungern vor dem Versuch; 
24 Stunden und befinden sich bereits waihrend der Hungerperiode, ebensv 
wie waihrend dem Respirationsversuch bei ihrer kritischen Temperati 
von 28°C. Die Bestimmungen wurden gewoéhnlich in vierstiindigen Perioder 
gemacht. Sollte jedoch die akute Wirkung einer Injektion untersuclit 
werden, so haben wir auch in zweistiindigen Perioden gearbeitet. Am 
Anfang der Versuche wurden so lange Grundumsatzbestimmungen gemacht. 
bis die Tiere dermaBen an die Versuchsbedingungen gewéhnt waren, dali 
die Grundumsatzwerte konstant blieben. Dann wurde erst mit dem eigent 
lichen Versuch begonnen. 

Versuchsreithe 11. Hierzu vergleichen wir zuerst den O,-Verbrauch 
der Tiere der beiden verschieden gefiitterten Gruppen 1 und 2. Ta- 
belle XI zeigt die diesbeziiglichen Werte fiir die normal gefiitterten Tiere 
der Gruppe | mit normalem Serum-Ca. 


Tabelle XI. 


Grundstoffwechsel der Gruppe lI. 








‘ = Oo-Verbranch " = O2-Verbrauc! 
Tier Ver- || Kérper- “in 24 Std. Tier Ver- Korper- in 24 Std 
such || gewicht pro kg such gewicht pro kg 
Nr. Nr. |i g g Nr. Nr. g g 

1 801 225,0 38,91 11 811 303,0 34,37 
2 802 284,0 34,51 12 812 205,1 36,70 
3 803 292.7 32,35 13 601 219,0 41,36 
4 804 351,3 31,73 14 602 260,4 35,84 
5 805 233.8 38,55 15 603 265,0 35,91 
6 806 260,8 36,42 16 | 604 308,3 38,63 
7 807 274,8 31,61 17 615 207,3 41,93 
8 808 212.5 35,48 18 616 188,6 45,21 
9 809 264,2 31,65 19 617 196,0 39,93 
10 810 259,3 38,39 20 618 267,5 40,68 
Mittel: 254,0 36,51 
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Versuchsreihe 12. Tabelle XII zeigt die Grundstoffwechselwerte 
fur Gruppe 2 mit niedrigen Serum-Ca-Werten. In diesen Zusammen- 
stellungen benutzen wir auch die von Luddny und Lengyel in der 
naichsten Arbeit mitgeteilten Werte. 


Tabelle XII. 


Grundstoffwechsel der Gruppe 2. 








. Pai O,-Verbrauch ; as O»-Verbrauch 
ner | Fon Romer, | nesta | mer So Koper | a ae 
Nr. Nr. £ g Nr. Nr. g £g 

1 I 274,9 40,44 19 XIX 287,7 39,50 
2 II 196,7 41,68 20 XX 287,0 35,42 
3 Ill 199,2 38,31 21 | XXI 253,4 38,40 
4 IV 247,3 41,67 22 13 205,1 37,11 
5 V 253,4 37,61 23 14 236,8 36,41 
6 VI 292,9 35,53 24 15 199,1 35,89 
7 VII 257,5 37,30 25 525 314,0 34,55 
8 VIII 230,8 38,48 26 526 269,1 36,60 
9 IX 260,3 44,22 27 527 234,3 41,08 
10 X 211,7 42,00 28 528 328,7 36,22 
i XI. 08,6 47,02 29 518 —«- 182.8 44,29 
12 XII 268,6 41,97 30 519 207,7 42,74 
13 XII 2408 40,45 31 520 ~—«-212.3 40,42 
14 XIV 236,9 39,27 32 521 209,7 44,39 
15 XV 256,2 41,33 33 514 264,2 38,53 
16 XVI 246,6 41,91 34 515 324,3 40,86 
17 XVII 224.3 41,35 35 516 276,7 33,92 
18 XVIII 211,5 43,01 36 517 407,0 32,47 
Mittel: 253 39,80 


Vergleicht man die Grundumsatzwerte der beiden Gruppen, so ergibt 
sich, daB die 20 normalen Tiere der Gruppe 1 im Mittel einen O,-Verbrauch 
von 36,51 g O,/24h/kg hatten, dagegen die 36 Tiere der Gruppe 2 mit 
niedrigem Blut-Ca einen O,-Verbrauch von 39,80 g O0,/24h/kg. Das 
mittlere Kérpergewicht war in beiden Gruppen fast gleich. Man darf 
deshalb sagen, daB die Ca-armen Tiere einen um nahezu 10°, héheren 
O.-Verbrauch haben. 


Versuchsrethe 13. Ob dieser Befund, daB bei den Tieren der zweiten 
Gruppe der Grundumsatz hoéher ist, mit den Unterschieden des Serum- 
Ca-Gehalts zusammenhangt, sollte nun auf verschiedene Weise gepriift 
werden. Erstens so, da8 wir durch Fiitterung mit Lebertran das Serum-Ca 
auf normale Hohe brachten und nun den Grundumsatz wieder bestimmten. 
Wir sind ebenso vorgegangen wie oben in der Versuchsreihe 5 und gaben 
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4 Tieren der zweiten Gruppe taglich je 0,5 cem Lebertran. Wie in Tabelle \ 
gezeigt ist, wurde dann der Ca-Gehalt des Serums normal. 

Die Versuche sind an Tier Nr. 518, 519, 520, 521 ausgefiihrt. Ty 
belle XIIT zeigt zusammenfassend die Werte des O,-Verbrauchs, und zwa: 
als Normalwert den Mittelwert von drei Grundstoffwechselbestimmungen 
auf D-vitaminarmer Kost und als zweiten Wert das Mittel von zwei Be 
stimmungen, nachdem 30 Tage lang Lebertran gegeben wurde. Der 0, 
Verbrauch sank im Mittel von 43,48 auf 37,93 g¢ O,. Als Versuchsbeispic! 
ist im Anhang Versuch 518 angefiihrt. 


Tabelle XIII. 


Grundumsatz der Gruppe 2 nach Lebertran. 





O2-Verbrauch in 24 Std. pro kg 





Tier Gewicht Vitamin D- | Vitamin D- 
arm gefiittert | reich gefiittert 

Nr. g g g 

518 172,7—219,0 46,36 41,36 

519 197 ,5—259,0 42.74 35,84 

520 207,0—265,7 40,42 35,91 

521 194,8—306,7 44,39 38,63 
Mittel: 43,48 37,93 


Als Resultat ergibt sich also, daB mit dem Steigen des Serum-Ca-Gehalt- 
der O,-Verbrauch abnimmt und schlieBlich gleich groB wird wie bei normalen 
Tieren. Leider sind alle Tiere wihrend der Behandlung mit Vitamin D stark 
gewachsen, wodurch ebenfalls der pro kg berechnete O,-Verbrauch sinkt. 

Versuchsreihe 14. Nun versuchten wir, wie die Erhéhung des Serum-(a 
durch eine einmalige Injektion von Ca-Gluconat den O,-Verbrauch beeinflubt 
Wie in Versuchsreihe 6 in Tabelle VI gezeigt wurde, gelingt es durch 
einmalige Injektion von 80mg Ca-Gluconat, das Serum-Ca auf 2 bi- 
4 Stunden wesentlich zu erhdhen. 

Ehe jedoch diese Versuche ausgefiihrt wurden, muBte untersucht 
werden, ob nicht Gluconat allein schon eine Verinderung des Gaswechse!s 
bedingt und deshalb haben wir in drei Kontrollversuchen 80 bzw. 120 mg 
Na-Gluconat injiziert und dabei den Gaswechsel in fortlaufenden Perioden 
untersucht. Im Anhang ist als Beispiel ein Versuch in extenso mitgeteilt 
(Tier Nr. 13). Die Versuche zeigen, daB Na-Gluconat keine Anderung 
des Gaswechsels bedingt. 

Versuchsrethe 15. Ganz anders verliefen die Versuche, wenn Ca-Gluconat 
injiziert wurde. Die entsprechenden Versuche sind zuerst an normalen 
Ratten der Gruppe I gemacht. Die akute Injektion erhéht, wie oben e1 
wahnt, bei diesen das Serum-Ca fiir kurze Zeit. 

Die Gaswechselbestimmungen begannen 1 Stunde nach der Injektion 
Die Tiere sind dann ganz ruhig. Es wurde in zwei- bis vierstiindigen Periode: 
gemessen. RegelmaBig beginnt die Anderung mit einer Senkung des O,-Ver- 
brauchs, auf welche dann eine Erhéhung erfolgt. Die entsprechenden 
Versuche sind Nr. 711, 712, 713. Es zeigte sich bei subcutaner Injektion 
von 80mg Ca-Gluconat bei Nr. 712 zuerst eine Abnahme von 1,7°%) und 
dann eine Erhéhung von 8,5%, bei Nr. 713 zuerst eine Abnahme von 
4,4°, und dann eine Erhéhung von 4,9°%. Nach 120 mg Ca-Gluconat be: 
Nr. 711 zuerst eine Abnahme von 5,6°,, dann eine Erhéhung von 6,4° 
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Vergleichen wir diese zeitlichen Verhaltnisse mit der Anderung der Serum- 
Ca-Werte, so ist klar, daB die Senkung zeitlich mit den hohen Werten des 
serum-Ca zusammenfallt. Die Erhéhung des O,-Verbrauchs kommt erst. 
wenn die Serum-Ca-Werte wieder normal geworden sind. Die graphische 
Darstellung eines solchen Versuchs, in welche auch die Serum-Ca-Kurve 
eingezeichnet ist, zeigt das deutlich (Abb. 1). 

Versuchsreihe 16. In der nachsten Versuchsreihe wurde derselbe Versuch 
mit Tieren der Gruppe 2, also mit niedrigem Serum-Ca ausgefiihrt (Versuch 13, 
14, 15). Es wurden 20, 30, 80 und 120 mg Ca-Gluconat subeutan injiziert. 
Bei Jedem Tier sind mehrere Injektionen ausgefiihrt worden und in je 
einem Versuch der ganze zeitliche Verlauf, entsprechend der vorigen Ver- 
suchsreihe verfolgt. Prinzipiell finden wir hier dasselbe, naémlich in den 
ersten 2 bis 3 Stunden eine Abnahme, dann eine Zunahme. Soweit man 
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aus diesen Versuchen folgern kann, scheinen die Anderungen gréBer zu 
sein als bei den Tieren mit normalem Blut-Ca. Abb. 2 gibt ein Beispiel 
dieser Anderung und gleichzeitig der Anderung des Serum-Ca. 


In Versuch 13 ist die Abnahme — 4°,, die Zunahme + 21°, 
i a Mm ys ss oy — 12%, on + 18% 
Bi Fe ee oa — 6%, ,, pe + 5% 


Aus den beiden Versuchsreihen 15 und 16 geht also tibereinstimmend 
hervor, da8 nach einer Ca-Injektion der O,-Verbrauch zuerst sinkt, und zwar 
so lange, als das Serum-Ca erhéht ist. Dann aber kommt es in einer 
zweiten Periode zur nachtraglichen Erhéhung. 

Versuchsreihe 17. Nun wurde die Wirkung von langdauernden Gaben 
von Ca-Gluconat untersucht, indem die Tiere wahrend 30 Tagen 80 bzw. 
spaiter 200 mg Ca-Gluconat subcutan erhielten. In der Versuchsreihe 9 sind 
in entsprechenden Versuchen die Anderungen des Serum-Ca dabei bestimmt 
worden. 

An der normalen Gruppe 1 sind die Versuche 801, 802, 803, 804 aus- 
gefiihrt. In allen Fallen sieht man anfanglich eine deutliche Erhéhung des 
O,-Verbrauchs, der dann wieder absinkt. Wenn aber von 80 auf 200 mg 
Ca-Gluconat iibergegangen wurde, so ist, wenigstens bei drei Tieren, wieder 
ein deutliches Ansteigen zu beobachten. 

Als Beispiel ist im Anhang Versuch 804 angefiihrt. Es scheint nicht 
ohne weiteres klar, warum durch dauernde Behandlung mit Ca der Grund- 
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stoffwechsel steigt. Eine dauernde Steigerung des Serum-Ca lieBe ely 

eine Senkung des O,-Verbrauchs erwarten. Nachdem allerdings di. 
Anderungen im O,-Verbrauch nach einer einmaligen Ca-Injektion sic, 
zweiphasig abspielen, indem auf eine anfaingliche Senkung eine Steigeruny 
folgt, so ware es denkbar, daB wir in diesen Versuchen die zweite Phase. 
die Zeit des gesteigerten O,-Verbrauchs, beobachtet haben. 

Versuchsreihe 18. Die entsprechenden Versuche an Tieren der Gruppe 2 
ergaben ein anderes Resultat (Versuch 514, 515, 516, 517). Wahrend de: 
Injektionsperiode ist der Grundstoffwechsel nur manchmal erhéht. aucl, 
wenn auf die gr6Beren Dosen von 200mg pro Tag iibergegangen wurde 
Im Gegenteil zeigt er eine sinkende Tendenz. Nur bei Nr. 514 ist ein: 
Vergr6Berung des O,-Verbrauchs zu sehen. Als Beispiel ist im Anhany 
Versuch 516 angefiihrt. Bei den Tieren mit niedrigem Serum-Ca haben 
wir also die in der vorigen Versuchsreihe beobachtete Wirkung nicht gesehen 
Man kénnte daran denken, daB das vielleicht deshalb der Fall ist. wei! 
durch die dauernde Injektion mit Ca-Gluconat das Serum-Ca sich dem 
Normalwert gendhert hat, und deshalb der O,-Verbrauch sich auch dem 
Normalwert naherte. Dieses Resultat ist viel leichter verstandlich als das 
der Versuchsreihe 17 an normalen Tieren. 

Versuchsreihe 19. SchlieBlich wurden noch Versuche gemacht, in welchen 
wahrend 30 Tagen Ca-Gluconat per os gegeben wurde. In der Versuchsreihe {) 
und 10 ist die Anderung des Serum-Ca bei solcher Behandlung bestimint 
Damit gelang es zwar nicht bei normalen Tieren der Gruppe 1, wohl abe: 
bei den kranken Tieren der Gruppe 2 das Serum-Ca zu erhéhen. (as 
wechselversuche bei der normalen Gruppe 1 sind die Versuche 805, s0H, 
807, 808. In den Versuchen 805, 806 fanden wir wahrend der Fiitterung 
keine wesentliche Anderung, in den Versuchen 807, 808 dagegen war eine 
deutliche Erhéhung des O,-Verbrauchs zu sehen. Als Beispiel ist im Anhang 
Versuch 808 angefiihrt. Dieses Resultat entspricht dem Resultat de: 
Versuchsreihe 17, wo ebenfalls nach groBen Ca-Mengen eine Erhéhung 
des O,-Verbrauchs beobachtet wurde. Dieselben Bedenken, die dort ge- 
auBert wurden, gelten auch hier. Es ist nicht ohne weiteres verstandlich, 
warum durch die groBen Dosen Ca der O,-Verbrauch erhoht wird. Es diirfte 
sich auch hier um die Beobachtung der zweiten Phase der Wirkung handeln. 
Zu bemerken ist hier besonders noch, daB, wie cben erwahnt, trotz diese 
Dauerbehandlung bei den Normaltieren der Ca-Gehalt des Serums 1ic/i/ 
erhéht wird. Ich méchte noch den Gedanken auBern, daB mdglicherweise 
gerade die Arbeit, die der Korper durch Ausscheidung des iiberfliissigen (a 
leistet, um den Ca-Gehalt des Serums konstant zu halten, ihren Ausdruck 
in dieser Erhéhung des O,-Verbrauchs hat. 

Versuchsreihe 20. Bei den Tieren der Gruppe 2 mit niedrigem Serum-(a 
wird durch die Fiitterung mit Ca-Gluconat, wie oben erwahnt, der Ca-Geha!t 
des Serums dem normalen angenihert. In den Respirationsversuchen 
fanden wir nun in allen vier Versuchen (525, 526, 527, 528), daB der 0,- 
Verbrauch im Laufe der Fiitterung abnimmt, nur bei Tier Nr. 525 zeigte 
sich dazwischen gelegentlich eine voriibergehende Zunahme. Dieses Resultat 
steht in Ubereinstimmung mit unseren bisherigen Befunden. Durch die 
Erhéhung des Serum-Ca wird, wie zu erwarten, der O,-Verbrauch der Tiere 
herabgedriickt bzw. auf den Normalwert gebracht. Auch steht das Resultat 
in Ubereinstimmung mit dem Resultat der Versuchsreihe 18, wo wir durcli 
subeutane Dauerbehandlung bei Ca-armen Tieren meistens ebenfalls diese 
Abnahme des O,-Verbrauchs sahen (Anhang, Versuch 528). 
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Diskussion. 


Das ibereinstimmende Resultat aller dieser Versuche ist, daB mit 
niedrigem Serum-Ca eine Erhéhung des Grundstoffwechsels einhergeht. 
Das lieB sich zuerst an Tieren mit Osteoporose (bzw. chronischer 
Rachitis) und niedrigem Serum-Ca zeigen. Diese haben einen etwa 
um 10°, héheren Grundstoffwechsel als normale Tiere. Bringt man 
ihr Serum-Ca durch Zufiihren von therapeutischen Mengen von Vita- 
min-D in Form von Lebertran auf den Normalwert, dann sinkt auch 
der Oy-Verbrauch. 


In ahnlicher Weise wirkt eine einmalige Injektion eines gut wasser- 
léslichen Ca-Praparats, des Ca-Gluconats, sowohl bei normalen als bei 
osteoporotischen (chronisch rachitischen) Tieren. Wird dadurch vor- 
iibergehend fiir 2 bis 4 Stunden das Serum-Ca erhéht, so sinkt gleich- 
zeitig der O,-Verbrauch. Allerdings folgt nach dieser Senkung immer 
eine nachtragliche Erhéhung, wahrend welcher aber das Serum-Ca 
bereits normale Werte zeigt. 


Auch in Versuchen, bei welchen es gelang, durch eine 30 Tage lange 
Fiitterung oder ebenso lange tagliche subcutane Injektionen von Ca- 
Gluconat den Serum-Ca-Gehalt von osteoporotischen Tieren nahezu auf 
den Normalwert zu heben, hat sich der O,-Verbrauch der Tiere gesenkt. 
Es scheint also der SchluB berechtigt, da mit niedrigem Serum-Ca 
ein hoher Grundumsatz verbunden ist und umgekehrt. 


In einem gewissen Widerspruch hierzu stehen die Versuche, in 
welchen normalen Tieren wahrend | Monat lang ebenfalls groBe Ca- 
Gluconatmengen subcutan und per os zugefiihrt wurden. Es gelingt 
dabei nicht, das Serum-Ca iiber den Normalwert zu heben. Dagegen 
erhéht sich bei einigen von diesen Tieren der O,-Verbrauch. Dieses 
tesultat ist vielleicht so zu erklaren, da} dabei die auch bei einmaligen 
Injektionen beobachtete nachtragliche Wirkung zum Ausdruck kommt. 
Was ihre Bedeutung ist, wissen wir nicht. Wir kénnen eine Vermutung 
aiuBern, daB es sich dabei vielleicht wm den Ausdruck der Arbeit bei 
der Ausscheidung der groBen Ca-Mengen handelt. 


Wenn wir versuchen wollen, die hier gemachte Beobachtung, daB 
der O-Verbrauch bei niedrigem Serum-Ca erhéht ist, und bei Erhéhung 
des Serum-Ca umgekehrt erniedrigt wird, zu erklaren, so kann man an 
Verschiedenes denken: Die Abnahme des Serum-Ca fiihrt bekanntlich 
zu einer Erregbarkeitssteigerung des Nervmuskelsystems. Ein erhéhter 
Muskeltonus kénnte méglicherweise diese Erhéhung des O,-Verbrauchs 
erklaren. - Eine andere mégliche Erklirung wire, daB~ durch 
das Ca des Serums die stoffwechselsteigernde Wirkung des Thyroxins 
beeinfluBt wird. So kénnte die Erregbarkeit der vegetativen Organe 
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durch den niedrigen Ca-Gehalt so erhéht werden, da’ der Grund 
umsatz erhéht ist. Normale Serum-Ca-Werte bringen den Grund 
umsatz dann wieder auf den Normalwert. — SchlieBlich ist auch noch 
an direkte Permeabilititsinderungen durch die Anderung der Serum 
Ca-Konzentration zu denken, wodurch Anderungen des zeitlichen 
Ablaufs der Verbrennungsvorginge in den Organen zustande kamen. 
Insbesondere die nachtragliche Erhéhung des O,-Verbrauchs nach 
einer einmaligen Ca-Injektion kénnen wir erst im Zusammenhang mit 
der nachsten Arbeit erklaren. Hier sei nur soviel bemerkt, da es denkba: 
scheint, daB diese nachtragliche Erhéhung eine Kompensation im Stoff- 
wechsel fiir den vorangehenden Ausfall darstellt. 


Vom praktischen Gesichtspunkt aus scheint der Befund wichtig 
zu sein, daB es durch kiinstliche Zufuhr von Ca-Gluconat gelingt, bei 
osteoporotischen (bzw. chronisch rachitischen) Tieren den Ca-Gehalt 
des Blutserums nahezu auf den Normalwert zu erhéhen und damit 
gleichzeitig auch den erhéhten Grundumsatz auf normale Werte herab- 
zudriicken. Bei normalen Tieren léBt sich selbst durch langdauernde 
Ca-Zufuhr der Ca-Gehalt des Serums nicht beeinflussen. 


Zusammenfassung. 


1. Durch eine einmalige subcutane Injektion von Ca-Gluconat 
laBt sich der Ca-Gehalt des Serums von Ratten voriibergehend erhéhen. 
Das Maximum ist nach 2 Stunden erreicht, nach 4 Stunden sind die 
Werte wieder normal. 

2. Durch lange Zeit taglich gegebene subcutane oder per os Gaben 
von groBen Mengen Ca-Gluconat gelingt es nicht, den Serum-Ca-Gehalt 
von normalen Tieren zu beeinflussen. 


3. Dagegen wird bei osteoporotischen (bzw. chronisch rachitischen) 
Tieren mit niedrigem Serum-Ca bei derselben Behandlung das Serum-Ca 
erhoht. 

4. Die Injektion eines léslichen Ca-Salzes gibt zuerst eine Senkung 
des O,-Verbrauchs, die parallel geht mit der Erhéhung des Serum-Ca. 
Hierauf folgt eine zweite Periode, in welcher der O,-Verbrauch ansteigt. 

5. Bei Tieren mit niedrigerem Serum-Ca bewirkt eine langdauernde 
Zufiihrung von Ca subcutan oder per os eine Senkung des vorher er- 
héhten Gaswechsels. 

6. Bei normalen Tieren fiihrte die langdauernde Behandlung mit 
groBen Dosen von Ca zu einer Steigerung des Gaswechsels. 

7. Mit niedrigem Serum-Ca geht also ein hoher O,-Verbrauch einher 
und umgekehrt wird durch Erhéhung des Serum-Ca-Gehalts der O,-Ver- 
brauch vermindert. 
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Anhang. Versuchsbeispiele. 


Wirkung von chronischer Lebertranzufiitterung auf den Og-Verbrauch von 
Ratten der Gruppe 2. 


Tier Nr. 518. 





Gewict O.-Verbrauch 
Temperatur Dauer des rewicht in 24 Std. 


Datum Versuchs des Tieres pro kg Bemerkungen 
o¢ g g 
28. XII. 28 5 Std. 15 Min. 172,7 44,27 | 
 - -£ 28 ra 173.0 46,84 Mittel 46,36 
i: s 8% 4, 12, 196.6 47,96 | 
16. I. 28 4 188.5 46.79 Seit 14. lL. D-vitamin- 
ss ’ reiches Futter 
(| ie 28 a 197,4 44,78 
26. I. 28 4. a <~ 198.3 46.16 
6. I. 28 4 45, 220,1 42.83 
TO. _ G1. 28 4, 216,1 43,43 
4 Wi 38 i4, 2 2. 
% &. 28 4 219.0 4108 jf ° “ 


Wirkung von Na-GluconatinjektionaufdenO,-Verbrauch von Ratten de rGruppe 2 


Tier Nr. 13. 





O.-Verbrauch 


: T ‘ Dauer des Gewicht .. oan 
yi > Ti 24 Sta. 
Datum Temperatur asessiion don Weuees “2 y Seebeskenene 
1932 oC Std. g g 
1. 28 4 200,0 36.81 | 
m. ¥. 28 4 206.7 37,37 Mittel 37,11 
20. Y. 28 4 208,7 37,16 
20. VII. 80 mg Na-Gluconat sub- 
‘ cutan 
Std. nach der 
Injektion : 
20. VII. 28 1—5 210.5 37.65 
20. VIL. 28 6—10 37,48 


Wirkung von Ca-Gluconat subcutan bei einem Tier der Gruppe 1. 
Tier Nr. 804. 








O.-Verbrauch 


Te = . Dauer des Gewie 1 ¢ 
Datum cise eeion Noahs én tes " y Bemerkungen 
°C Std. g g 
12. V 28 4 352.3 31.26 | 
16. V. 28 4 350.4 32,93 Mittel 31,73 
19. V. 28 4 351,1 31,09 
D5. V Tiglich 2cem 4° ,iges 
Ca-Gluconat subcutan 
31. V 28 4 346.6 36.78 
6. VI 28 4 359.0 33,31 
r.. Vi 28 4 364.6 32,93 
18. VI. 28 4 361.4 30,30 Tiglich 2 cem 10° 9iges 
Ca-Gluconat subeutan 
24. VI. 28 4 354.5 37,25 
29. VI 28 4 348,0 35,55 
3. VII 28 4 345.0 34,13 
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Wirkung von Ca-Gluconat bei einem Tier der Gruppe 2. 


Tier Nr. 516. 





O»-Ver- 
Tempe- arene ee Gewicht branch in 
, oh auer des 2c Tieres 9 . » va oe 
Datum ratur Mavalahia des Tieres po Bemerkungen 
sie, g g 
4. I 28 5 Std. 15 Min. 282,0 
8 28 c 277 33,42 
> 9 ‘ ° “ 277,0 33,42 | Mitel 33,92 
12: 3 28 4 a6: .~. 276,3 34,41 | 
1B. oT 28,2 é 278.2 32.96 Seit 12. I. tiigl.2cem 4 °/iges 
Ca-Gluconat subcutan 
0.) 28 (4, 283,0 35,25 
25. I 27,6 4 281,6 33,71 
8. II 98 4 9293.0 32.87 Seit 8. IL. tig]. 2cem 10° jiges 
Ca-Gluconat subcutan 
12. II. 28 S-y 291,0 33,07 
22. II. 28 Oo « 279,1 31,34 
27. II. 28 . ys 279.9 33,51 


Wirkung von Ca-Gluconatfiitterung bei einem Tier der Gruppe 1. 


Tier Nr. 808. 





O»-Verbrauch 


‘emperatur Dauer des Gewicht in 24 Ste 
Datum cet Versuchs des Tieres an ty Bemerkungen 
oC Std. g g 
15. V. 28 4 214.8 35.62 | cy 
18. V. | 28 4 210,2 ae harass 
i ie Taiglich 2cem 10° piges 
Ca-Gluconat per os 
3 Vib 28 4 229,5 41,33 
11. VI. 28 4 230,4 45,79 
LS. Vi. 28 4 224,8 43,34 
23. VI 28 4 224.0 39,19 


Wirkung von Ca-Gluconatfiitterung bei einem Tier der Gruppe 2. 
( J g PI 


Tier Nr. 528. 





O2-Ver- 


Tempe- : Gewicht | brauch in 
Datum ratur Dauer des des Tieres 24 Std. Bemerkungen 
Versuchs pro kg , 
°C g £ 

20. XII. 28 6 Std. 336.6 37,14 | 
20. XII. 28 ae 323,0 35,41 Mittel 36,22 
23. XII. 28 4, 326,5 36,20 

6. I. Seit 6.1. tigl. 2cem 10° piges 

Ca-Gluconat per os 

yes 28 4 Std. 24 Min. 338,3 33,96 (Sehlundsonde) 

1S: 2. 27,8 4Std. 341,2 30,91 
19. Li 28 4: 345.3 37.31 
a Te 28 a's 3492 36,28 

o& « E, 28 . 371,0 32,94 
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Abb. 3. 
Rintgenogramm einer normalen Ratte (Gruppe 1). 





Abb. 4. 
Riéntgenogramm einer Ca-armen Ratte (Gruppe 2). 
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Die Wirkung yon Parathormon auf den Grundumsatz. 


Von 
G. vy. Ludany und L. Lengyel!. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Basel.) 
(Eingegangen am 26. Januar 1934.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Uber die Wirkung von Parathormon auf den Stoffwechsel ist, 
auBer seiner Wirkung auf den Ca-Gehalt des Blutserums, wenig bekannt. 
Insbesondere sind keine Angaben dariiber vorhanden, wie es auf den 
Grundumsatz wirkt. Wir finden in der Literatur einen Befund von 
Takahashi*, daB der Grundumsatz nach Parathyreoidektomie und zwar 
auch bei latenter Tetanie erhéht wiirde. Das kann aber sekundar durch 
die tonisch-klonischen Krampfe und eventuell schon vor den auffallenden 
Krampfen durch eine Tonuszunahme der Muskulatur bedingt sein. 
Die entgegengesetzte Angabe wird auch gemacht (Vitschke und 
Schneider?). Parathyreoideatabletten sollen nach Hara* in manchen 
Fallen den Grundumsatz erniedrigen. 

Wir haben deshalb untersucht, ob die Injektion von Parathormon ® 
den Grundumsatz von Ratten beeinfluBt. In der vorangehenden Arbeit 
von Lengyel® ist untersucht worden, wie die durch Injektion von Ca 
bewirkte Erhéhung, sowie die durch Fiitterung bewirkte Erniedrigung 
des Serum-Ca den Gaswechsel beeinfluBt. Nachdem die Injektion 
von Parathormon den Serum-Ca-Gehalt weitgehend andert, kénnen 
die folgenden Versuche auf Grund der vorausgehenden Arbeit analy- 
siert werden. 

‘Zu den Versuchen benutzten wir zwei Gruppen von Ratten. Die 
erste Gruppe war normal gefiittert und hatte einen normalen Serum- 
Ca-Gehalt, wahrend die zweite Gruppe D-vitaminarm ernahrt war 
und an Osteoporose bzw. chronischer Rachitis mit niedrigem Serum-Ca 
litt. Die Fiitterung und die nahere Beschreibung dieser beiden Gruppen 
findet man in der vorigen Arbeit von Lengyel. 


1 Ausgefiihrt unter Leitung von Prof. Ff. Verzar: .,Arbeiten tiber den 
EinfluB von Inkreten auf den Gaswechsel™, diese Zeitschr. 269, 133, 1934. 
2 Yosizo Takahashi, Igakai-Zasshi 1926, LV, 436, zit. nach Ber. f. d. ges. 
Physiol. 38, 434, 1927. — ® A. Nitschke, Klin. Wochenschr. 12, 1793. 
1933 usw.; Nitschke u. Schneider, Zeitschr. f. Kinderheilkde. 52, 671, 1932; 
54. 1, 1933; siehe die vorige Arbeit von Lengyel, diese Zeitschr. 269, 133. 





1934. — 4 7. Hara, Fol. endocrin. Jap. 4, 27, 1928; Ber. f. d. ges. Physiol 
48, 424, 1929. — ® Parathormone, Eli, Lillg. Co. 6 Diese Zeitschr. 26%. 


133, 1934. 
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Wirkung von Parathormon aut den Grundumsatz. 


Versuche, 


I. Test. 
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Vor allem muBte bestimmt werden, wie bei diesen beiden Gruppen 


von Ratten Parathormon auf den Ca-Gehalt des Blutserums wirkt. 


wurde sowohl Tieren der Gruppe | als auch 
Tieren der Gruppe 2. Parathormon subcutan  in- 
dann die Anderung des 
Nachdem es 
veht. diese Bestimmungen bei ei und dem- 
selben Tier zu wurden fiir jeden 
Zeitpunkt zwei, eventuell mehrere Tiere benutzt 
und daraus die Kurve der zeitlichen Anderung 
Injektion von Parat- 
wurde 


jiziert und Serum-Ca 


fortlaufend bestimmt. nicht an- 


machen, so 


nach einer 
bestimmt. Die Ca-Bestimmung 


des Serum-Ca 
hormon 
nach Kramer-Tisdall ausgetiihrt. 





Deshalb 








Tabelle | (und Abb. 1) zeigt die Serum-Ca- 
Werte nach der Injektion von | cem Parathormon P eam Rae Hr 1 
‘] . . sceawachsene ‘ . rr Gr . . 2. n 
bei normale nausgewar hse nen Ratte n der ( rupp y. Stunden noch der 
Wie man sieht, erhéht sich innerhalb 4 Stunden Tnjekton von tcc Parath. 
das Serum-Ca_ von 10 auf 15 mg-°o, um dann Abb. 1. Witkune von 
rasch wieder abzufallen und bereits in der achten 1eem Parathormon auf 
Stunde wieder normale Werte zu erreichen. das Serum-Ca von Ratten 
der Gruppe 1. 
Tabelle IL. 
ona Nach der e a Nach der ote ‘ 
lier Injektion Serum-Ca Mittel Tier Injektion Serum-Ca Mittel 
Nr. Std. mg-"/ 5 Nr. Std. mg-° 9 
1 0 10,1 by 7 6 13,0 | 
if 9,6 . up 2, 
2 0 oe 8 6 7 |) 144 
3 2 12;8 \ 9 8 10,2 | 
* a 2 ; ‘ pe 98 
4 2 us || ** 1 10 8 95 || 
5 4 14,5 | 11 10 10,0 | 
> . 0.0 
6 4 TE Mian 10 a9 | I 





Tabelle Il und Abb. 2 gibt die Wirkung einer ebenso groBen Dosis von 
Parathormon auf Ratten der Gruppe 2 mit niedrigem Serum-Ca an. 


Tabelle ILI. 








ani Nach der : : wee Nach der 

lier Injektion Serum-Ca Mittel lier Injektion 
Nr. Std. mg-°/o Nr. Std. 
l 0 55 10 4 
2 0 5.6 | 11 4 
b 0 59 12 6 
4 0 6.0 6,1 13 6 
5 0 6,2 14 8 
6 0 6,6 15 8 
( 0) 6.9 16 11 
8 2 7,0 l of 17 11 
9 2 8,0 por 18 14 
19 i4 


Serum-Ca 


Mittel 
mg-" /o 
Gf 
gM 
ee ce 
se | 8 
63 | 88 
a 6,3 
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Der Serum-Ca-Gehalt dieser Tiere ist bedeutend niedriger als der dey 
Tiere der Gruppe 1, namlich 6,1 mg-°, Ca. Nach der Injektion wird 
ebenfalls um etwa 40°,, auf 8.4 mg-°,, erhéht. Das Maximum der FE) 
hohung tritt ebenfalls in der vierten Stunde ein und die Werte sind nach 


8 Stunden auch wieder ebenso niedrig wie vorher. Demnach verursacht 
die Injektion von lcem Parathormon bei beiden Gruppen eine sowoh! 
zeitlich, wie prozentual gleiche Zunahme des Serum-Ca. Die absolute 


Menge der Zunahme ist allerdings bei den 








GS; normalen Tieren gréBer (4.5 mg-°,,) als bei 
g8\ + den osteoporotischen bzw. chronisch rachi- 
tischen Tieren (2.3 mg-°,,). 

Sar, /+ 

x revee 

£46 2. Teal. 
35) Nachdem auf diese Weise gezeigt 
asi worden war, dafS§ Parathormon in der 
a a ee . 8 0 f2 % 


Stendon noch ulation 00 feo Porch angewendeten Menge eine typische An- 
Abb. 2. derung des Serum-Ca bei beiden Gruppen 
Wirkung von lcem Parathormon yon Tieren verursacht, konnten wir auf 
auf das Serum-Ca von Ratten : ws 
der Grappe 2. die Gaswechselversuche iibergehen und 
untersuchen, wie sich bei beiden Gruppen 
von Ratten nach Injektion von 1 bzw. in manchen Fallen von 2 cem oder 
0,5cecm Parathormon der Gaswechsel andert. Das Gewicht wollen wir 
auf die Versuche mit 1 ccm legen, weil zu diesen die entsprechenden 
Parallelversuche mit Bestimmung des Serum-Ca im ersten Teil zur 
Verfiigung stehen. 

Die Bestimmung des Gaswechsels wurde nach der in unserem Institut 
iiblichen Atwater-Benediktschen Methode ausgefiihrt. Die Tiere hungerten 
vor den Grundumsatzbestimmungen 24 Stunden und die Versuche wurden 
bei 28°C ausgetiihrt. Nachdem mehrere Grundumsatzbestimmungen gemacht 
worden waren, gaben wir subcutan !/, bis 2cem Parathormon und beob- 
achteten dann fortlaufend den Gaswechsel. Die Versuche sind meist in 
vierstiindigen, nach der Injektion auch in zweistiindigen Perioden gemacht ; 
ausnahmsweise wurde der Grundstoffwechsel auch in langeren Perioden 
bestimmt. Die Versuchsbeispiele sind graphisch wiedergegeben. Die am 
Tage der Injektion gefundenen Werte sind den einzelnen Zeitperioden ent- 
sprechend eingezeichnet und zeigen somit den zeitlichen Ablauf der Stoff- 
wechselainderung. Als normaler Grundumsatz ist der Mittelwert von vier 
bis fiinf an verschiedenen Tagen bestimmten Werten angegeben. Mit den 
Versuchen wurde immer erst dann begonnen, wenn wahrend mehreren 
Tagen normale Grundumsatzwerte erhalten waren, die eine groBe Konstanz 
zeigten (-- 2 bis 3°). Nach der Parathormoninjektion warteten wir 
1 Stunde und dann erst wurde mit der Bestimmung des Gaswechsels, meist 
in zweistiindigen Perioden, begonnen. 

Von der ersten Gruppe. also von Tieren mit normalem Serum-Ca. 
wurden acht Tiere untersucht (Nr. 601, 602, 603, 604. 615, 616, 617, 6138). 
Hiervon erhielten vier Tiere (Nr. 601 bis 604) je 1ecem Parathormon und 
die vier anderen Tiere (Nr. 615 bis 618) je 2cem Parathormon subcutan, 
] Stunde nach der Injektion von Parathormon wurde mit der O,-Bestim 
mung angefangen und in zweistiindigen Perioden untersucht. In der zweiten 
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zweisttindigen Periode, also in der dritten bis fiinften Stunde nach der 
Injektion, trat regelmaBig eine deutliche Senkung des Gaswechsels ein, die 
his zur vierten Periode, also der siebenten bis neunten Stunde nach der 
Injektion, dauerte. In den Versuchen 615 bis 618, in welchen 2 cem 
injiziert wurden, dauerte diese Senkung linger. Nach dieser Senkung 
folgt nun in sémtlichen Versuchen eine Steigerung des O,-Verbrauchs, 
die manchmai sehr betrachtliche Werte annehmen kann. _ Sie ist be- 
sonders deutlich, wenn leem Parathormon injiziert wurde. In den Ver- 
suchen, in denen 2cem gegeben wurden, dauerte die Senkungsperiode 
so lange, daB es erst nach der 15. Stunde zu einer Erhéhung kam, die 
dann nicht gut weiter verfolgt werden konnte, denn man kann die 
Tiere nicht langer im Versuch halten, nachdem sie schon vorher 
24 Stunden gehungert hatten. Zur Demonstration der nachtriglichen 
Steigerung des O,-Verbrauchs sind also Versuche mit der Injektion von 
lcem am geeignetsten. In der Tabelle Lil stellen wir den O,-Verbrauch 
fiir alle diese Tiere, und zwar den Wert der maximalen Abnahme in der 
ersten Phase nach der Injektion und der maximalen Zunahme in der 
zweiten Phase nebeneinander, sowohl in absoluten Werten, als auch nach 
Prozenten. Abb. 3 zeigt einen entsprechenden Versuch als Beispiel (Ver- 
such 601). 
Tabelle III. 












Tier Normal wert __Maximale Abnahme +e | Maximale Zunah _ “aoe 
Nr. Os g/24h/kg Og g/24hikg 0 Og g/2Ah/kg 0/5 eem 
601 41,36 35,92 13 51,84 25 1 
602 35,84 33,22 8 45,47 27 1 
603 85,91 3224 10 40,75 13 1 
604 38,63 35,47 8 43,29 12 1 
615 41,93 35,36 15 48,30 15 2 
616 45,21 40,09 11 47,84 6 2 
617 39,93 36,81 8 43,65 8 2 
618 40,68 37,64 7 40,74 1 2 

52 rT 

50 

Abb. 3. 


Beispiel eines Gaswechsel- 
versuchs bei einer Ratte der 
Gruppe 1 (Nr. 601). 





(Die Erhéhung in der 1. bis 
3. Stunde ist, durch Unruhe 
bedingt, bedeutungslos.) 











IS T7TINBRSH 
Stunden nach Injektion 





Die Gaswechselversuche an Tieren der Gruppe 2 mit niedrigem Serum- 
calcium sind an 21 Tieren ausgefiihrt worden, und zwar an 6 Tieren mit 
leem, an 14 Tieren mit 0,5cem und an 1 Tier mit 2cem Parathormon. 
In den Versuchen 901, 904, 917, 919, 920, 921 wurde je 1 eem Parathormon 


10* 
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subeutan injiziert. Bei simtlichen Tieren zeigt sich bereits in der vierten 
und fiinften, manchmal auch schon in der zweiten und dritten Stunde eine 
deutliche Senkung des Grundstoffwechsels. Dieser sinkt manchmal bis 
zum Ende der fiinften Stunde, manchmal hat die Wirkung bis zum Ende 
der neunten Stunde gedauert. Die Verminderung des O,-Verbrauchs betragt 
4 bis 20°. Dieser Ausschlag ist so konstant und so groB, daB an seiner 
Realitét nicht gezweifelt werden kann (Tabelle IV). Als Beispiel dient 
Versuch 914. In dem einen Versuch, Nr. 918, in welchem 2 ccm Parat- 









































SS 7INBUH 7D 
Stunden nach Injektion 
Abb. 4. 
Beispiel eines Gaswechselversuchs bei einer Ratte der Gruppe 2 (Nr. 914). 


hormon subcutan gegeben wurden, war die Verminderung ebenso  grol} 
und dauerte ebenfalls 6 Stunden lang. — In 14 weiteren Versuchen wurde 
nur 0,5cecm Parathormon gegeben. Auch in diesen Versuchen fanden wir fast 
regelmaBig eine Abnahme auf die Injektion folgen. Eine Ausnahme machten 
nur drei Versuche (902, 903 und 908). Die Abnahme des Stoffwechsels ist 
in diesen Versuchen nicht mehr so ausgepragt wie in der vorigen Versuchs- 
reihe, trotzdem auch hier Zunahmen bis zu 15°, und eine Dauer von eben- 
falls bis zu 6, sogar 10 Stunden beobachtet wurden. Dabei laBt sich nicht 
sagen, daB kleinere Tiere auf diese Dosis starker reagiert hatten, doch scheint 
0,5 ¢em schon eine Dosis zu sein, die nicht in Jedem Falle ganz typische 
Wirkungen hat. 

Auf diese, also etwa 8 bis 10 Stunden dauernde Senkung des Grund- 
stoffwechsels folgt nun in séimtlichen Versuchen eine Steigerung. In den 
drei Parathormonversuchen, in welchen nur 0,5 ccm injiziert worden war 
und darauf keine Senkung eintrat. wurde diese Steigerung des Grundstoft- 
wechsels trotzdem beobachtet (Versuch 902, 903, 908). In saémtlichen Ver- 
suchen mit 1 bzw. 2 cem jedoch ist die Steigerung sehr deutlich. Dabei lait 
sich nicht sagen, daB die héchsten Werte durch die gr6éBeren Quantititen 
von Parathormon verursacht werden, denn selbst unter den Versuchen 
mit 0,5ecem kommen Faille vor, in welchen die Steigerung 20°, und meh 
betragt (Versuch 911 und 914). Die Steigerung ist aber im allgemeinen 
gréBer bei den 1- und 2-cem-Dosen, als bei den '/,-cem-Dosen und betriigt 
meistens etwa 20°,. Die Steigerung erreicht ihr Maximum manchmal in 
der 9., in anderen Fallen in der 13., aber gelegentlich auch in der 19. Stunde. 
Der Anstieg und ebenso das Sinken auf den Normalwert geschieht seh: 
allmaéhlich. Manchmal ist nach dem Anstieg das Sinken nicht am normalen 
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(irundstoffwechselwert, sondern etwas niedriger stehen geblieben. Im all- 
gemeinen ist dort, wo darauf geachtet werden konnte, nach 24 Stunden 
die Wirkung abgelaufen, aber in verschiedenen Versuchen. z. B. 920 und 
21, waren dann wie erwaéhnt — die Werte wesentlich niedriger als 
die Grundstoffwechselwerte. 

In Tabelle IV sind die entsprechenden Werte der Ab- und Zunahme 
des Gaswechsels bei den Tyeren der Gruppe 2 zusammengestellt. Nur 
Tiere mit 1 bis 2cem Parathormoninjektion sind verwendet. 


Tabelle IV. 





és . Maximale / p aximale Zune » Paratho: mon 
Tier Normalwerte laximale Abnahme- Maximale Zunahme 


reas ea a = injektion 
O» gi2shi/kg O» g/24h/kg 0/9 0. g 24h/kg 0/9 ecm 





40,44 38,72 43 48,58 
41,67 37,28 20,6 44.60 
41,35 37,68 8,9 47,46 
39,50 33,33 15,6 46,16 
35,42 32,77 7.5 40,79 
38,40 33,52 13,0 48,11 
43,01 37,63 12.6 5,83 


ND ee et et et et 


Diskussion. 

Die Versuche zeigen, da®B nach einer [njektion von Parathormon 
eine sehr charakteristische Anderung des Gaswechsels auftritt, die 
sich darin auBert, daB sogleich nach der Injektion der O,-Verbrauch 
sinkt. Die Senkung dauert etwa 8 Stunden lang und betragt 10 bis 15 °,. 
Sie geht dann in eine etwa 10 Stunden dauernde, etwa ebenso grobe 
Steigerung des O,-Verbrauchs iiber. Die Wirkung ist ausgesprochen 
zweiphasisch. Das Resultat ist genau dasselbe. ob man bei normalen 
oder bei osteoporotischen (chronisch rachitischen) Tieren mit niedrigem 
Serum-Ca untersucht. Auch quantitativ sind die Anderungen bei beiden 
Gruppen ziemlich gleich. Zur Erklarung dieser Wirkung auf den Grund- 
stoffwechsel kénnen wir auf die in der vorigen Arbeit von Lengyel , 
gemachte Beobachtung hinweisen. daB nach einer Ca-Injektion der ~ 
Gaswechsel sinkt und dann in einer zweiten Phase iiber das Normale 
ansteigt. Dort wurde auch gezeigt. daB die Anderungen des O,-Verbrauchs 
genau parallel mit den Anderungen des Serum-Ca einhergehen. 

Tatsachlich wurde auch hier nachgewiesen, daB die nach Parat- 
hormon eintretende Steigerung des Serum-Ca einen zeitlichen Ablauf 
hat, der der beobachteten Senkung des O,-Verbrauchs parallel geht, 
ihr Maximum ist bei den angewandten Dosen, wie erwahnt, etwa in 
der 4. Stunde erreicht, und nach 8 Stunden gehen die Werte wieder 
auf die Normalwerte zuriick. Man wird deshalb mit Recht behaupten 
kénnen, daB nach der Parathormoninjektion die Anderungen des O,- 
Verbrauchs durch die Anderung des Serum-Ca-Gehalts bedingt sind. 
Es kann von gewissem Interesse sein, daB diese Anderungen nicht 
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nur bei normalen, sondern auch bei osteoporotischen (rachitiskranken) 
Tieren eintreten. Die Zusammenhange zwischen den Parathyreoideae 
mit Rachitis sind viel untersucht worden, auch itiber die Wirkung 
von Parathormon auf das Serum-Ca bei Rachitis und auf die Heilung 
der Rachitis wurde wiederholt gearbeitet (Sods und Verzdr!). In diesen 
Fallen hat Parathormon auf Ca-arme Tiere ebenso gewirkt wie auf 
normale. 

Wir fragen uns nun, welche Erklarungen man den beobachteten 
Gaswechselerscheinungen geben kann. Aus dem allgemeinen Verhalten 
der Tiere nach einer Parathormoninjektion léBt sich weder fiir dic 
Ab- noch fiir die Zunahme des O,-Verbrauchs eine Erklarung finden. 
Die regelmaBig durchgefiihrten Unruheregistrierungen der Tiere in 
allen unseren Gaswechselversuchen zeigen keine Differenzen gegeniiber 
dem normalen Tier. Es ]éBt sich also nicht etwa sagen, daB in der 
ersten Periode eine besonders groBe Ruhe der Tiere die Abnahme oder 
daB in der zweiten Periode die Unruhe der Tiere die Steigerung erklare. 

Anhaltspunkte fiir die den O,-Verbrauch herabsetzende Wirkung 
der Parathormoninjektionen geben uns die bei Besprechung der Ca- 
Wirkung in der vorigen Arbeit gemachten Ausfiihrungen. Eine Méglich- 
keit ware die folgende: Durch Verminderung des Serum-Ca wird eine 
Erregbarkeitssteigerung und umgekehrt nach Erhéhung des Serum-Ca 
eine Herabsetzung der Erregbarkeit verschiedener Organe zustande 
kommen. Dadurch kann auch eine Erhéhung bzw. Verminderung ihres 
O,-Verbrauchs eintreten. — Ferner wurde auf eine zweite Méglichkeit 
verwiesen, darauf, daB Ca die Wirkung des Thyroxins im Kérper beein- 
flussen kénnte. Die Erhéhung des Serum-Ca durch die Parathormon- 
injektion diirfte dann zu einer Verminderung von Oxydationsprozessen 
fiihren. — In der vorigen Arbeit wurde auch an die Méglichkeit er- 
innert, daB bei der nachtraglichen Steigerung der Oxydationen es sich 
um eine Ausscheidungsarbeit des iiberfliissigen Ca handeln kénnte 
bzw. in diesen Versuchen eventuell um eine Bindung des vorher mobili- 
sierten Ca. Beweise hierfiir fehlen uns jedoch noch. 

Es ware ferner denkbar, daB in der ersten Periode durch die Er- 
héhung des Ca-Spiegels im Serum die Zellen ,,abgedichtet‘‘ werden, 
ihre Permeabilitat vermindert wird, wodurch ein verminderter Aus- 
tritt von Verbrennungsprodukten entsteht. Diese werden dann selbst 
nicht weiter oxydiert und werden andererseits als Zerfallsprodukte eine 
hemmende Wirkung auf den Zellstoffwechsel haben. In der zweiten 
Periode, wenn der Ca-Gehalt wieder normal ist, kénnten umgekehtt 
die inzwischen aufgestapelten Verbrennungsprodukte oxydiert werden, 
und dadurch kame es zu der nachtraglichen Steigerung des O,-Ver- 


' J. Sods u. F. Verzdr, Arb. d. Ung. Biol. Forschungsinst. 4, 1, 1931. 
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brauchs. Damit hatten wir eine befriedigende Erklarung fiir die in der 
zweiten Phase auftretende VergréBerung des O,-Verbrauchs. Wenn 
diese auftritt, ist bereits die Parathormonwirkung, sofern sie sich im 
Serum-Ca auBert, abgelaufen. Diese nachtragliche Steigerung ist nicht 
eine spezifische Parathormonwirkung, denn sie ist ebenso vorhanden, 


wenn Ca-Lésung injiziert wurde. Sie ist also eine Folge der Erhéhung 
des Serum-Ca. Die Erhéhung des O,-Verbrauchs ware also eine Kom- 
pensation fiir den vorangehenden Ausfall an Oxydationen. 


Zusammenfassung. 


]. Nach Injektion von Parathormon sinkt in den_ niachsten 
8 Stunden der O,-Verbrauch um 10 bis 15°. Hierauf tolgt eine 
zweite etwa 10 Stunden dauernde Phase, wihrend welcher der O,-Ver- 
brauch bis um 20° steigt. 

2. Die anfangliche Erniedrigung des Gaswechsels geht parallel 
mit der Zunahme des Ca-Gehalts des Blutserums, welche ebenfalls in 
8 Stunden ablauft. 

3. Die Resultate sind dieselben an normalen und an osteoporotischen 
(chronisch rachitischen) Tieren, die einen bedeutend niedrigeren Gehalt 
des Serum-Ca haben als normale Tiere. 

4. Unterschiede zeigten sich nur insofern, als in beiden Gruppen 
durch Parathormon das Serum-Ca zwar prozentual etwa gleich erhéht 
wurde, aber absolut die Erhéhung bei den Tieren mit niedrigem Serum-Ca 
geringer war als bei den normalen. 

5. Die Wirkungen des Parathormons auf den Gaswechsel erklaren 
sich aus den Wirkungen der Erhéhung des Serum-Ca. 





Zur allgemeinen Chemie der Kolloid-Kolloidreaktionen. 


IV. Mitteilung: 
Vergleich der Schutzkolloidwirkung von Gummi arabicum und Proteinen. 


Von 
Wolfgang Pauli, Eduard Russer und Gertrud Schneider. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Kolloidchemie der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 29. Januar 1934.) 


I. Uberblick der Ergebnisse. 

Wie in den vorangegangenen Untersuchungen (1) der Reihe wurde 
auch in dieser in methodischer Hinsicht die méglichste Reinheit und 
physikalisch-chemische Kennzeichnung der verwendeten lyophilen 
und lyophoben Kolloide angestrebt und in der Fragestellung jene 
nach den bei Kolloid-Kolloidreaktionen wirksamen Kraften in den 
Vordergrund gestellt. Diese Frage war gerade von R. Zsigmondy in 
seinen umfassenden Arbeiten seinerzeit bewuBt (2) auBer Betracht 
gesetzt worden. Samtliche Wechselwirkungen der lyophilen und lyo- 
phoben Dispersoide — nicht nur Flockung, sondern auch Schutz- 
wirkung und Sensibilisierung —, schlieBen nach der wohl allgemeinen 
Auffassung eine Vereinigung von beiderlei Teilchen ein, wie sie auch 
tatsichlich zu beobachten ist. Bei den reinen Proteinen lassen sich dic 
zur Vereinigung mit den lyophoben Kolloiden fiihrenden Krafte an- 
scheinend ohne Widerspruch als interionische auffassen, da sowohl fiir 
die Reaktion mit positiven als auch negativen Kolloiden im isoelektri- 
schen Gebiet der EiweiBkérper, infolge ihres polyvalent zwitterionischen 
Aufbaues, die entsprechenden negativen bzw. positiven ionischen 
Gruppen zur Verfiigung stehen. Daraus wiirde sich im Sinne der an 
anderer Stelle (3) entwickelten Vorstellungen fiir das Auftreten eine: 
Flockung zwischen reinen Proteinen mit reinsten positiven ebenso wir 
mit negativen Lyophoben, aber auch fiir die unter ahnlichen Um- 
stinden bei diesen beiden unter Mitwirkung von Elektrolyten aut- 
tretende Schutzwirkung bzw. Sensibilisierung eine einheitliche Grund- 
lage ergeben. 

Es gibt nun negative, nicht zwitterionische, also von positiven 
ionischen Gruppen freie lyophile Kolloide, die auf negative Lyophobe. 
ohne mit ihnen zu flocken, sehr betrachtliche Schutzwirkungen itiben 
Ein typisches Beispiel fiir ein solches Verhalten ist das Gummi arabicum. 
Sol. Bei diesem findet sich als ionogene aufladende Gruppe eine komplexe 
(Galakto-) Glykuronsaure, an welche glykosidisch verschiedene Kohlen- 
hydrate (d-Galaktose, l-Arabinose, Rhamnose) angeschlossen sind. 
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Das Gummi arabicum-Sol wurde in reinem Zustande zuerst von A. W. 
Thomas und H. A. Murray jun. (4), dann in jiingster Zeit sebr eingehend 
von W. Pauli und E. Ripper (5) elektrochemisch untersucht. Konstitutiv 
weist es keine positiven Gruppen auf, denen man die Funktion der Ver- 
cinigung mit den ionogenen aufladenden Komplexen negativer Lyophober 
bei der Schutzwirkung zuweisen kénnte. Die Aufklarung dieser Ver- 
haltnisse erscheint nun sowohl vom Standpunkt der allgemeinen Kolloid- 
chemie, wie auch mit besonderer Riicksicht auf die Proteine von groBem 
Interesse. Untersucht wurden die Beziehungen von Gummi arabicum- 
Sol (G. a.) zu dem negativen Kongoblau- und Goldsol und zum positiven 
Nachtblau- und Eisenoxydsol. Die Einzelheiten der Versuche an diesen 
physikalisch-chemisch gut charakterisierten Solen sind im experimen- 
tellen Teil auszugsweise wiedergegeben. 


Verhalten gegen Kongoblausol., 


Kongoblausol [(2a) und (6)] und G. a. flocken einander nicht. 
Zum Unterschied von den reinen Proteinen kann also eine Schutz- 
wirkung des G. a. nur gegen Elektrolyte gerichtet sein. Bemerkenswert 
ist zunachst ein zeitlicher Gang in der Ausbildung der Schutzwirkung 
auf das Kongoblausol. Ein durch Quellen und Lésen von Rohgummi 
arabicum in destilliertem Wasser bei Zimmertemperatur bereitetes Sol 
zeigt im untersuchten Konzentrationsbereich (6. 10-! — 3. 10~4°,) 
in den ersten Stunden keine Schutzwirkung (Tabelle I). Dagegen ist 
dieselbe nach mehrtigigem Stehen voll entwickelt und bleibt weiter 
bestehen (Tabelle II). Dann findet sich Schutz gegen Flockung durch 
KCl bis zur untersuchten Héchstkonzentration. Dieses zeitliche Ver- 
halten darf wohl auf die allmahliche Ausbildung des zur Schutzwirkung 
notwendigen geniigend hohen Dispersitaétsgrades im kaltgelésten G. a. 
bezogen werden. Bei Aufkochen des frischen Rohgummisols tritt die 
Schutzwirkung sofort auf (Tabelle IT). Dieses Verhalten bildet vielfach 
ein Gegenstiick zu der von Zsigmondy (6) und seinem Schiiler Menz (7) 
festgestellten Abnahme der Schutzwirkung (Erhéhung der Goldzahlen) 
von unter nachweisbarer Vergréberung des Dispersitatsgrades alternden 
technischen Albumin- und Knochenleimlésungen’. 


Uberaus aufklirend fiir den Mechanismus der Schutzwirkung 
erwies sich das Verhalten unseres durch Elektrodialyse (ED.) weit- 
gehend entaschten (von 4%, auf 5 bis 2%), azidoiden G. a.-Sols. 


? Durch Aufkochen von Gelatine wird nach Zsigmondy (6) die Schutz- 
wirkung auf Goldsol erhéht. Es ist jedoch sehr fraglich, ob es sich dabei 
um eine direkte Wirkung der hydrolytisch gebildeten Spuren von Gelatose 
auf das lyophobe Kolloid handelt. Dagegen kénnte ein merklicher, die 
Dispersitaét herabsetzender EinfluB derselben auf die Gelatine vorliegen. 
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Diesem fehlt die Schutzwirkung vollkommen und sie tritt auch nach 
wochenlangem Stehen nicht! auf (Tabelle I). Ein zu grober Dispersitats 
grad als Folge der Elektrodialyse kommt hier nicht in Betracht und 
demgema8 wird auch durch Neutralisation des Sols (konduktometrische 
Titration) unter Ersatz von Ht+- durch Nat-Ionen, was bei Azidoiden 
allgemein im Sinne einer Erhéhung der freien Ladung und des Dis 
persitatsgrades wirkt, die Schutzwirkung nicht restituiert. 


Dagegen gelang es, durch Schiitteln eines elektrodialysierten 
Gummi arabicum-Sols mit der Asche von Rohgummi die Schutz 
wirkung herzustellen (Tabelle I11). Die Asche von Gummi arabicum-So! 
enthalt neben K von héherwertigen Kationen vor allem Ca und Mg, und 
so erhob sich die Frage, ob dieser Effekt beiden oder einem der Kationen 
Ca oder Mg zukomme. Die Neutralisation des elektrodialysierten 
G.a. mit Ca(OH), erwies sich nun als wirkungslos, dagegen konnte 
durch Schiitteln mit MgO aus dem unwirksamen elektrodialysierten 
G.a. ein schiitzendes Sol? bereitet werden. Das Gleiche gelang mit 
ZnO (Tabelle III). Durch diese Versuche wird der scheinbare Wider- 
spruch im Verhalten des Gummi arabicums zu den Anschauungen 
Paulis, nach denen es zur Schutzwirkung auf negative Lyophobe 
positiver ,,Haftgruppen“ auf der Oberflache des lyophilen Kolloids 
bedarf, aufgeklirt. Diese Haftgruppen werden im Rohgummi von 


den Kationen der Asche beigestellt. Der Umstand, daB diese Funktion 
nicht dem Ca, sondern dem Mg der Asche zukommt, das auch durch Zn 
ersetzt werden kann, spricht fiir eine Verschiedenheit in der Wirkung 
der zweiwertigen Kationen. Diese kénnte mit der Schwerléslichkeit 
und den kleinen basischen Dissoziationskonstanten der Metallhydroxyde 
von Mg (oder Zn) im Zusammenhang stehen. 


Zur Sensibilisierung gegen zugesetzte Elektrolyte bedarf es einer 
teilweisen Entladung unter gleichzeitiger Bildung von Sekundarteilchen, 
indem sich an das lyophile Teilchen als Kern eine Anzahl von lyophoben 
Teilchen anbelagert [nucleare Aggregation (2c, 3) von Pauli]. Dazu 
reichen jedoch die an der Oberflache verfiigbaren positiven Haftgruppen 
bei unserem G. a. nicht entfernt aus, so daB es zum Unterschied von 
den Proteinen nicht zu einer Sensibilisierung gegen Elektrolyte und 
noch weniger zu einer Kolloid-Kolloidflockung des Kongoblausols 
kommt. 

' Eine Andeutung fand sich in den hodheren G. a.-Konzentrationen 
nahe dem Schwellenwert von KCl in einem 5 Monate im Jenaer Gerateglas 
aufbewahrten G.a., welches vermutlich kleine Mengen Zn (s. unten) aus 
dem Glas aufgenommen hatte. 

2 Das Sol war nach dem Schiitteln vom Bodenkorper befreit und durcl: 
Zusatz von elektrodialysiertem G. a. auf neutrale Reaktion gebracht worden. 
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Allgemeine Chemie der Kolloid-Kolloidreaktionen. IV. 


Verhalten gegen Goldsol. 


Analoge Untersuchungen wurden mit G. a. an einem durch Elektro- 
dekantierung [Pauli und Russer (8)] gereinigten und physikalisch- 
chemisch charakterisierten Goldsol (Zerstaubung in HCl) ausgefiihrt. 
Unter Beriicksichtigung der in elektrochemischer Hinsicht gegeniiber 
dem Kongosol bestehenden Unterschiede sind die Ergebnisse mit den an 
letzterem gewonnenen durchaus in Einklang. Aus den Daten des Au-Sols 
wirde sich ermitteln, daB dessen freie Ladung weniger als '/, von jener 
des in den Versuchen entsprechenden Kongoblausols betrug. Fiir diese 
geringere Ladung kénnten aber in héheren Konzentrationen auch des 
elektrodialysierten G.a.-Sols noch zureichende, dem nicht entfernten 
Ascherest entstammende Haftgruppen! vorhanden sein. Der Unterschied 
zwischen elektrodialysiertem und Rohgummi zeigte sich demgemaB 
beim Goldsol als ein quantitativer, indem die Schutzwirkung durch 
Klektrodialyse stark verringert wurde und eine im Vergleich mit Roh- 
gummi (Tabelle VI) zehnmal so hohe Grenzkonzentration des elektro- 
dialysierten G. a. bei héherem KCl-Zusatz erfordert (Tabelle IV). 
Diese Wirkung verandert sich nicht durch monatelanges Stehen oder 
Neutralisation des elektrodialysierten G. a. (Tabelle V). Durch Zusatz 
von Rohgummiasche und MgO konnte die Schutzwirkung des elektro- 
dialysierten G.a. auf das Goldsol zum vollen Wert des Rohgummis 
restituiert werden. Sensibilisierung und Flockungswirkung fehlt auch 
hier, so daB die Schutzwirkung des G. a. fiir Goldsol nur gegen Elektro- 
lyte gerichtet ist (Tabelle VI). 

AuBer dem eben angefiihrten Verhalten fanden sich bemerkens- 
werte Farbanderungen des Goldsols gegen violett und selbst blau, also 
in der Richtung einer Sekundaraggregation bzw. Stabilitatsabnahme, 
die anscheinend nicht einheitlichen Ursprungs sind und sich auf zwei 
Grundformen zuriickfiihren lassen. 

a) In bereits kleinen, aber gegen die volle Elektrolytflockung noch 
schiitzenden G.a.-Konzentrationen tritt im Bereich des ohne G. a. voll- 
standig flockenden Elektrolytgehalts violette bis blaue Farbung ohne 
anschlieBende Flockung auf. Diese Erscheinung findet sich nur bei Rohgummi 
oder elektrodialysiertem, jedoch durch Zusatz von Asche oder MgO resti- 
tuiertem Gummisol (Tabelle VI). Sie ist einer unvollstandigen Flockungs- 
hemmung oder Schutzwirkung gleichzustellen. 

b) Der zweite Typus der Farbverschiebung des Goldsols gegen blau 
ohne weitere Flockung findet sich nur in den héheren Gummikonzentrationen 
bereits ohne jeden Elektrolytzusatz und kann durch die Elektrolytwirkung 
etwas verstirkt werden (Tabelle V). Er besteht bei langer gestandenen, 


1 Zum Unterschied vom Kongoblausol wird das Goldsol auch vom 
frisch in der Kalte bereiteten Rohgummisol geschiitzt. Hier reichen wohl 
trotz des gréberen Dispersititsgrades die in der Teilchenoberflaiche ver- 
fiigbaren Haftgruppen bereits aus. 
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insbesondere auch bei elektrodialysierten G. a.-Solen. Dieser letztere Um 
stand schien uns gegen eine bestimmende Mitwirkung der Asche des G. a 
zusprechen. Dagegen war die Méglichkeit zu priifen, ob nicht kleine Mengen 
von aus den komplexen Kohlenhydraten des G. a. gebildeten Monosen 
durch teilweise Reduktion! der das Sol (10) stabilisierenden Auroate den 
Farbwechsel hervorrufen kénnen. 

Zu diesem Zwecke wurde eine Anzahl von Mono- und Disacchariden 
sowie (durch Elektrodialyse) hochgereinigtes Dextrin auf ihre Schutz- 
und Sensibilisierungswirkung dem Goldsol gegeniiber untersucht 
Von den untersuchten Kohlenhydraten waren die Dextrose, Saccharose 
und das Dextrin praktisch aschefrei (unter 0,1° 99), doch zeigte es sich, 
daB die Unterschiede im Aschegehalt hier nicht relevant waren. Bei 
keinem der untersuchten Kohlenhydrate fand sich im Konzentrations- 
bereich 5.10-! bis 2. 10~-4% eine Schutzwirkung oder Sensibilisierung 
des Goldsols. Dagegen konnte bei einer Anzahl derselben (abnehmend in 
der Reihe Lactose, Galaktose, Livulose, Dextrose) der Farbeffekt (/) 
in den héheren Konzentrationen sehr deutlich festgestellt werden, und 
zwar nur bei den gewisse Metallsalze reduzierenden (Tabelle VII 
und VIII). Bei den nicht reduzierenden (Saccharose, Dextrin) fehlte 
jedoch die Farbanderung vollkommen. Ein zeitliches Fortschreiten des 
Effekts bis zur Flockung war beachtenswerterweise nicht wahrzunehmen, 
wohl aber gelegentlich (bei Lavulose und Lactose) Andeutung einer 
Verstarkung durch Elektrolytkonzentration nahe dem Schwellenwert. 

In dem beschriebenen Farbeffekt an Zerstéubungsgoldsole1, dessen 
weiteres Studium in mancher Richtung lohnend zu sein verspricht, kénnte 
eine unabhangige Unterstiitzung der von Pauli vertretenen Ansichten iiber 
die Konstitution der Goldsole erblickt werden. 


Verhalten gegen elektropositive Sole. 


Von positiven Solen wurde vor allem das Nachtblausol in seinen 
Beziehungen zum elektrodialysierten G. a. untersucht. Dieses Farbsol 
ist in der von uns mittels Elektrodialyse bereiteten Form von auBer- 
ordentlicher Empfindlichkeit und Reaktionsfahigkeit und soll in seinen 
sonstigen Eigenschaften anderwarts beschrieben werden. Es liegt 
darin die lilarosa gefarbte stabile Zerteilung der Pseudobase vor, die 
unter Entstehung der chinoiden Imoniumform oder (nach neueren Auf- 
fassungen des komplexen Carboniumions) mit Sauren die blaue, echte 
Farbbase bildet. In der verwendeten Endkonzentration (0,035 ° und 
x = 3.10-*r. Ohm) wurde unser Sol schon von 4. 10-° n KCI und von 
1.10 n K,SO, violett geflockt. Mit héheren G. a.-Konzentrationen 

1 I. D.Garard u. G. E. Duckers (9) haben die reduzierende Wirkung 
des G.a.-Sols bei langerem Stehenlassen (oder Erhitzen) mit Ag N O,-Lésung 
zur Herstellung von Silbersolen benutzt. 
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vab es wie mit Sauren blaue und unterhalb dieser, im Bereich 0,006 
bis 0,0012 %, eine blauviolette Farbung. Ab 1,2 . 10-4 G. a. fand sich 
cine Flockung, mit 6.10-° ein Flockungsoptimum (immer violett), 
von da bis 1,2. 10-5°, Abnahme und von 6. 10-®% G.a. abwarts 
keine Flockung mehr (Tabelle IX). 

Uberschu8 von G.a. hemmt also die gegenseitige Flockung mit 
dem lyophoben positiven Kolloid. Ferner findet sich von 2. 10-4% 
(ra. an eine Schutzwirkung gegen die Flockung durch zugesetztes 
KCl, die ab 0.06% G.a. selbst gegen 2n KCl vollstandig ist (Ta- 
helle EX). 

Es gibt jedoch keine Schutzwirkung des Salzzusatzes gegen die 
Kolloid-Kolloidflockung mit G.a. Im Flockungsoptimum des G. a. 
ist das Salz ohne bemerkbaren Einflu8, oberhalb und unterhalb desselben 
wirkt, bis 1. 10-4n erkennbar, das KCl die Flockung steigernd, also 
sensibilisierend, und ebenso noch bei auBerordentlich niedrigem Gehalt 
von 3. 10-6, G. a. in Kombination mit 2.10°-3n KCl. Analoge Ver- 
haltnisse zeigt K,SO,. 

Kin solches Verhalten war durchaus zu erwarten, da das stark 
aufgeladene G. a.-Sol iiber reichliche negative Haftgruppen (Glykuron- 
siure) fiir ein positives lyophobes Sol verfiigt. Auch die violette Farbe 
des Farbsolkoagulats (Pseudobase) mit G. a. laBt sich aus der Be- 
rechnung der im Flockungsoptimum verfiigbaren H+ und dem mole- 
kularen Gehalt des Farbsols ableiten. Dieser betragt an 10-4 mol., wahrend 
hier nur etwa !/j99 davon an titrierbarem H* des G. a. verfiigbar ist. 
Zur Durchreaktion mit allen Farbstoffmolekiilen der Solteilchen ware 
somit etwa die 1000fache G. a.-Konzentration erforderlich, das ist 
auch der Bereich, in welchem der volle Blauumschlag neben maximaler 
Schutzwirkung auftritt. Theoretisch von Wichtigkeit ist die Fest- 
stellung, daB, zum Unterschied von Seralbumin, Salzzusatz beim G. a.-Sol 
nicht gegen die Kolloid-Kolloidflockung mit positiven Lyophoben 
schiitzt. Es kann also diese, beim G. a. fehlende, Salzwirkung, wie dies 
nach bisherigen Erfahrungen den Anschein haben wiirde, nicht lediglich 
am lyophoben Kolloid angreifen, indem sie durch Aufhebung seiner 
Ladung die Haftkrafte zwischen den Mischaggregaten (lyophobes 

schiitzendes Kolloid) beseitigt. Die Salzwirkung mu8 vielmehr vor 
allem am Protein! erfolgen und ihm das Schutzvermégen fiir negative 
und positive Lyophobe verleihen. Damit riickt hier als bestimmender 
Umstand der ampholytische Bau und dessen Verschiedenheit bei 
den einzelnen Proteinen in den Vordergrund. Das starker saure Ov- 
albumin nimmt in dieser Hinsicht eine gewisse Mittelstellung zwischen 
Serumalbumin und dem elektrodialysierten rein azidoiden G. a.-Sol 
1 Anderweitige Beitrage zu dieser Frage stehen vor dem Abschluf. 


Ii* 
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ein. In der Tat fand sich auch auf Salzzusatz volle Schutzwirkung 
beim Seralbumin, schwache bei Ovalbumin (2) und gar keine bei G. a. 
gegen die Kolloid-Kolloidflockung mit negativen bzw. positiven lyophoben 
Kolloiden. 


Versuche mit G. a.-Sol am LHisenoxydul gaben grundsatzlich 
ahnliches Verhalten wie beim Nachtblau (Tabelle X), also Schutz- 
wirkung gegen Salzflockung, gegenseitige Flockung, die im Uberschu8 
der Komponenten zuriickgeht, keine Hemmung der Kolloid-Kolloid- 
flockung durch Neutralsalzzusatz, starke Sensibilisierung der Salz- 
flockung durch niedrige G. a.-Konzentrationen, die noch in der Ver- 
diinnung von !/1999 des Schwellenwertes von KCl nachweisbar ist. 


If. Experimenteller Teil. 
Gummi arabicum-Sole (G.a.). 


a) Frisches, elektrodialysiertes G.a. Gummi acaciae Kordofan wurde 
kalt in destilliertem Wasser gelést und durch 10 Tage unter anfanglichem 
Zusatz von 1.10-?n CH,;,COOH (Endkonz.) und etwas Campher bei 
70 bis 100 Volt elektrodialysiert. Dann wurde durch Schwarzbandfilter 
filtriert. Die Loésung war 5,13°,ig, Asche 5°/o, des Trockengehalts, 
ay = 5,67. 10-$n (H,-Elektrode), py = 2,246, * = 1,51.10-* r. Ohm. 
Es wurde auch ein 1,83 °,iges Sol verwendet. Asche 2°/) d. Tr., * = 8,77 
.10-4r. Ohm, konduktometrisch titr. H = 6,0 .10-3 n. 

b) Frisches, elektrodialysiertes, mit NaOH neutralysiertes G.a. Das 
G.a. wurde mit der aus der konduktometrischen Titration ermittelten 
Menge n/10 NaOH neutralysiert. 

c) Frisches, elektrodialysiertes, in der gleichen Weise mit Ca(OH), 
neutralisiertes G.a. 

d) Frisches, elektrodialysiertes, mit MgO neutralisiertes G.a.  G.a. 
wurde mit einem Uberschu8 von reinstem MgO (Kahlbaum) geschiittelt, 
48 Stunden bei gewodhnlicher Temperatur stehengelassen und durch ein 
Schwarzbandfilter vom Bodensatz filtriert. Diese Lésung farbte Kongoso! 
rot, wurde daher mit elektrodialysiertem (saurem) G. a. versetzt, bis die 
Rotfarbung nicht mehr auftrat. Eine vorgenommene konduktometrische 
Titration ergab Neutralitat. 

e) Frisches, elektrodialysiertes, mit ZnO neutralisiertes G.a. Es wurde 
unter Benutzung reinsten Zinkoxyds (Kahlbawm) wie bei der Neutralisation 
mit MgO verfahren. 

f) Frisches, elektrodialysiertes, mit Rohgummiasche neutralisiertes G. 
Auch hier wurde wie mit MgO neutralisiert. 

g) Altes, elektrodialysiertes G.a. Elektrodialysiertes (1,83 °,iges) G. 
zeigte 5 Monate nach seiner Herstellung eine sehr geringe, bei frischem G. a. 
nicht beobachtete Schutzwirkung, die der Aufnahme von ZnO aus dem 
Jenaer Aufbewahrungskolben zuzuschreiben sein diirfte. Die spezifische 
Leitfaihigkeit war von 8,77. 10-4 auf 6,84. 10-4r. Ohm gesunken. 


h) Altes, elektrodialysiertes, mit NaO H neutralisiertes G. a. Vor 5Monaten 
mit n/l10 NaOH neutralisiertes G.a. zeigte ebenfalls eine sehr geringe 
Schutzwirkung, die wie unter g) erklart werden kann. 
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i) Frisches (= einige Stunden altes) Rohgummi arabicum-Sol. Gummi 
arabicum wurde in kaltem, destilliertem Wasser gelést. 


k) Frisches, gekochtes Rohgummi arabicum-Sol. Frisch geléstes Gummi 
arabicum wurde einige Minuten kochengelassen. 


1) Gealtertes Rohgummi arabicum-Sol. War 2 bis 3 Tage alt. 


Kongoblausol. 


Stammsol. Eine Kongorotlésung wurde so lange elektrodialysiert, bis die 
spezifische Leitfihigkeit der iiberstehenden Schicht unter 1. 10-5 r. Ohm 
sank. Dann wurde das abgeschiedene Kongoblau in Leitfahigkeitswasser 
gelést und durch mit heiBem, destilliertem Wasser vorgewaschene Schwarz- 
bandfilter im Jenaer Trichter filtriert. Die Lésung war 0,126 °,ig, x = 2,9 
_ 10-5 r. Ohm. 


Verwendetes Sol. Das Stammsol wurde 20fach verdiinnt: auf 0.0063 °,, 
berechnetes * = 1,45. 10-®r. Ohm. 


Endkonzentration im Flockungsréhrchen. Weitere Verdiinnung auf das 
Doppelte: 0,003 15°. 

Schwellenwert. Anfianglich flockte 6. 10-?n KCl; 5 Monate spater erst 
1.10-'n KCl. Die Tabellen beziehen sich auf letzteren Schwellenwert. 


Goldsol. 


Das Goldsol wurde durch dreistiindige Zerstiubung mit 3,3 Amp. in 
8. 10-4 n HCl hergestellt und durch Elektrodekantierung mit 5 Volt und 
zweimaligem Wasserwechsel gereinigt. 

Messungen. per, = 3,12. 10-5 r. Ohm, titrimetrisches Hyer, = 7 
. 10-5 n, Au-Gehalt = 2,6 g/Liter. 


Gefrorenes Sol”: Heitr. 2,4 .10-4n Daraus berechnen sich: 
Clair, = 14 .10-*n 1,2.10-4n HCl und 
Clrea. = 3,6 .10-4n 0,6.10-4n HAuCl, 
% = 9,91. 10-5 r. Ohm. 


Verwendetes Sol. Das Stammsol wurde 50fach verdiinnt; im Falle der 
Proportionalitaét berechnet sich: » = 6,2.10-7r.Ohm (* muB® natiirlich 
héher sein), titrierbares H = 1,44. 10-&n, Au-Gehalt = 52 mg/Liter. 


Endkonzentration im Flockungsréhrchen. Weitere Verdiinnung auf 
das Doppelte. 


Zeichenerkldrung. — unverindert, |— spurenweise rotviolett, | rot- 
violett, || blauviolett, ||| blau, |||+ blau, geringe Flockung, + ++ farblos, 
vollstandige Flockung. 


' Da die Messung der Leitfahigkeit im konzentrierten Sol (infolge 
von Kettenbildung, einer sehr merkwiirdigen, noch naher zu studierenden 
Erscheinung) nicht méglich war, wurde es mit der dreifachen Menge Leit- 
fahigkeitswasser verdiinnt und die dann gemessene Leitfahigkeit bzw. den 
titrierbaren H durch Multiplikation mit H berechnet. Der so gefundene 
Wert fiir « ist etwas zu hoch. — ? Nahere Daten iiber das Verfahren bei 
Pauli u. Russer (1. ¢.). 
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Schwellenwerte (Saccharose anderte diese Schwellenwerte nicht). 





2.10-6 | 4.10-6 (6)8.10-6 | 1.10-5 2.10-5 1.10-4 
SS Gewese Oe 
CaCig(MgCl,) . 
AIC], ‘ 





2.10-4 | (4,6)8.10-4 | 1.10-3 


20 ee ere 
CaCl, (MgCl). . . \I| + 
AlCl, Grae 


Zuckerlésungen. 

a) Glucoselésung (reinst, wasserfrei, Merck). 2 mol. klare, farb!os 
Lésung; * = 8,8.10-*r. Ohm; Asche = 6. 

b) Fructoselésung (reinst, krist., Merck). 2mol. klare, griin :*h 
Lésung; * = 1,18. 10-4r. Ohm; Asche = 0,8°/,, des Trockengehalts, 111 - 
sprechend in 2 mol. Lésung 0,29 g Asche, als CaO gerechnet 1. 10-?n Cav. 

c) Galaktoselésung (reinst, Merck). 0,5 mol, klare, farblose Lésung; 
x = 1,68.10-5r. Ohm; Asche = @. 

d) Saccharoselésung (puriss.). 1 mol. klare, farblose Lésung; ~ = 1,68 
. 10-5 r. Ohm; Asche = 6. 

e) Lactoselésung (albiss., subtiliss. pulv. VIII). 0,25 mol. klare, farblose 
Lésung; * = 4,68. 10-5r. Ohm; Asche = 0,4°/,, des Trockengehalts, ent 


sprechend in 0,25mol. Lésung 0,038 g Asche, als CaO gerechnet 1,25 
. 10-3 n CaO. 

f) Elektrodialysierte Dextrinlésung (Kahlbaum, ohne nahere Bezeichnung ) 
besaB ungereinigt 6,75°/9, Asche, wurde daher durch sechstigige Elektro- 
dialyse mit 70 Volt unter Zusatz von Essigséure und etwas Campher von 
der Asche befreit: klare, schwach gelbliche 5°,ige Lésung: * = 2.26 
- 10~4r. Ohm; Asche = 6. 


Nachtblausol. 


Stammsol. Die durch Elektrodialyse gereinigte Lésung (Suspension) 
wurde zentrifugiert und die tiberstehende Fliissigkeit (= Stammsol) vom 
Sediment abgegossen; * = 1,65.10-5r.Ohm; Trockengehalt = 0,2°/,. 

Verwendetes Sol. Das Stammsol wurde dreifach verdiinnt; ber. = 5,5 
. 10-*r. Ohm; ber. Trockengehalt = 0,07 °/o. 

Endkonzentration im Flockungsréhrchen. Weitere Verdiinnung aut 
das Doppelte. 

Eisenoxydsol. 


Stammsol. 200 cem einer einfach molaren Fe Cl;-Lésung wurden tropfen 
weise in 2,5 Liter kochendes, destilliertes Wasser eingetragen. Dann wurde 
unter 6fterer Dekantierung 10 Tage mit 7 Volt elektrodialysiert. * = 5,96 
.10-5r. Ohm; = [Fell] = 3,33. 10-2n (= 0,62%ig); ay = 6,31. 10-5 n: 
Pu = 4,20; Clanalyt. = 3,56. 10-4 n. 

Verwendetes Sol das zehnfach verdiinnte Stammsol, daraus rechnet 
sich: x = 6. 10-® r. Ohm; 0,62°/o, Fe. 

Endkonzentration im Flockungsréhrchen. Weitere Verdiinnung au! 
das Doppelte. 
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Zeichenerklarung. — klar oder sehr feine Triibung; + — feine Triibung, 
Triibung, teilweise abgesetzt, ++ stark abgesetzt, +++ vollstandig 
abgeset zt. ro 


Tabelle I. 


Kongoblausol. 





Gummi 


tis oe oe . .10-1/2. 1.10-2. 8, 10-2 6, 


0 

0,6 

0,3 

0,15 

0,06 

0,03 

0,015 | — 

0,006 = — 

0,003 | 

bis —i+++ 

0,9003 

Fehlen jeder Schutzwirkung bei: 

1. Kongoblausol + frisches, nicht elektrodialysiertes G. a. + KCI, 
a 2: elektrodialysiertes G. a. + KCl, 
1.25 ; ‘ + elektrodialysiertes, mit NaOH _ neutralisiertes § G. a. 

+ KCl, 

ing) Fe + elektrodialysiertes, mit Ca(OH), neutralisiertes G. a. 
tro- + KCL. 
von 
2,26 Tabelle LT. 


Kongoblausol (Schutzzone eingerahmt). 





n KCl 
ion) Gummi 7 ical, aaa 


rom in %J9 





>. 10-1 4.10-1,2.10-1}1.10-1 8. 


/00° 


rn) 
0,6 

0,8 

0,15 

0,06 

0,03 

0,015 

0,006 

0,093 | 
bis — 

0,0903 | 














1. Kongoblausol + 8 bzw. 30 Tage altes, nicht elektrodialysiertes G. a. 
2. Frisches, gekochtes Rohgummi hat einen etwas kleineren Schutzbereich. 
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Tabelle ILI. 


Kongoblausol. 





n KCl 





Gummi 
j 0 j 
am 10 q 8.10-1 6.10-1/4. 10-1, 2.10-1 1.10-1 8. 10-2 


6 
0,6 
0,3 
0,15 











0,06 ++ t++ [ +4++9 ++ 
0,03 | t++ ] +++) 444+ 
0,015 +++] +++ | +44 


0,006 | - ttt +++ +4+  Ft4 > +44 
0,003 | 
bis — 
0,0003 | | 











+44) t4+ |) +++ |) $44 +44 





Kongoblausol + mit Asche (oder MgO, oder ZnQ) neutralisiertes, 
elektrodialysiertes G. a. + KCI. 


Tabelle IV. 


Goldsol + frisches, elektrodialysiertes G.a. 





n KCl 





Gam mi 
in %o aa 4.10-1 |2.10-1 1.10-1 4.10-2 (2. 





0,5 

0,2 

0,1 
0,05 
0,02 
0,01 
0,005 
0,002 
0,001 
0,0005 
0,0002 
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Tabelle V. Goldsol. 











0,5 

0,2 

0,1 

0,05 

0,02 

0,01 
0,005 
0,002 
0,001 
0,0005 | 


bis = 
0.00001. | 

















$+ te ttt) 444) +++ 


. 1. Goldsol + 3 Monate altes elektrodialysiertes G. a. + KCI. 
ertes, 2. Dasselbe mit NaOH neutralisiert. 

Schutzwirkungsgebiet gegen Tabelle IV unverandert, Auftreten von 
leichten Farbanderungen gegen violett, die durch héheren K(Cl-Gehalt 
bis 10-?n herab begiinstigt werden. Zeichenerklarung s. oben. 


Tabelle VI. Goldsol. 





i n KCl 
Gummi | 4.10-3 
vii Se oe ee 4.10-1 2.10-1/1.10-1/4.10-2/2.10-2 1.10-2! bis 
i : —_— 











I lI 
0,0005 | ttt] +++ +4++4 Il 











0,0002, — +++ +++. +4 +++ > 4+ +++ 
0,0001), — | +++) +++ | +++ | +44 | +44) +44 


Goldsol + 10 Tage altes, nicht elektrodialysiertes G.a. + KCl 
+30 ,, 2 +s * » + KC 
+ frisches, gekochtes, nicht elektrodialysiertes G.a. + KCl 
MgO neutralisiertes, elektrodialysiertes G. a. + KCl 
Asche a 9 » +KC 
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Ahnlich verhalt sich frisches, nicht elektrodialysiertes G.a., zeigt 
jedoch nur die Farbanderungen von 0,005°% bis 0,0005% G.a., nicht in 
den héheren Konzentrationen. 

In allen diesen Fallen erscheint das Schutzgebiet, verglichen mit den 
unversetzten, elektrodialysierten Solen (Tabelle 1V und V), vergréBert. 

Fiir die Farbdnderung der Goldsole durch Zucker werden zwei Beispicl 
gegeben: Die schwiacher wirkende Dextrose (Tabelle VII) ohne Verstaérkuny 
durch KCl und die weit stirker wirkende Lactose mit merklicher Ver 
stirkung der Farbanderung durch das KC! (Tabelle VIII). Schutzwirkung 
tritt bei den Zuckern iiberhaupt nicht auf, ebenso nicht eine merkliche 
Sensibilisierung. 

Tabelle VII. 


Goldsol + Dextrose + KCl. 





n KCl 





Dextrose 


0Q-< 
mol. , 


| 

| 4. 

| 2 |4.10-1/2,10-1/1. 10-1/4, 10-2)2. 10-21. 10-2) bis 
| 1. 10 


6 
0,5 
0,2 
0,1 
0,05 
0,02 
0,01 

bis 
0,0002 


Tabelle VIII. 


Goldsol + Lactose + KCl. 





n KCl 


Lactose 
molar 


4 
0,05 
0,02 
0,01 
0,005 
0,002 
0,001 
0,0005 
0,0002 
bis 
0,00002 


Als Reihenfolge nach abnehmender Farbanderung ergab sich Lactose. 
Galaktose, Liavulose, Dextrose; Galaktose und Dextrose zeigten keine Ver- 
starkung durch das KCl. 

Gar keine Farbinderung fand sich bei Saccharose (1.107! bis 
2.107! mol.) und Dextrin (0,0005 bis 1°,). 
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Gummi 
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Nachtblausol + elektrodialysiertes G.a. + KCl (Tabelle TX): 

. Auftreten gegenseitiger Kolloidflockung mit einem Optimum _ bei 
6.10-5% G.a. 

2. Schwellenwert des hochempfindlichen Farbsols bei 4. 10-3n KCl. 
Starke Schutzwirkung des G. a. gegen KCl, bis 2. 10-4°,, G. a. reichend. 
Im Gebiet der Kolloid-Kolloidflockung und darunter starke Sensibili- 
sierung gegen KCl; wirksame niedrigste Salzkonzentration 1. 10-4 n 
KCl, wirksame niedrigste G. a.-Konzentration 3. 107%°,. 

. Ziemlich iibereinstimmende Verhaltnisse bei K,SO, mit etwas starkerer 
Schutzwirkung. 

j. Eine Schutzwirkung des Salzes gegen die wechselseitige Kolloid-Kolloid- 
flockung besteht weder bei KCl noch K,SO, (Unterschied gegen die 
Verhaltnisse bei den Proteinen). 

. Die Farbaénderungen des Nachtblausolsumschlags in das blaue Farbsalz 
bei héheren G. a.-Konzentrationen stehen nicht in direktem Zusammen- 
hang mit der Schutzwirkung, da diese bei beiden Arten des Farbsols 
méglich ist. 

Eisenoxydsol + elektrodialysiertes G. a. + KCl (Tabelle X): 

. Das untersuchte Eisenoxydsol hat eine héhere Gesamtladung und dem- 
gemaéB héheren Schwellenwert fiir KCl (1,10 n), verglichen mit Nacht- 
blausol (4. 107% n). 
intsprechend liegt hier die optimale Kolloid-Kolloidflockung (+. = diffuse 
Triibung) bei 1,8. 10-*°, G. a. gegen 6. 107-5°,, bei Nachtblausol. 

3. Beide positiven Sole geben erwartungsgemaé8 sowohl Schutzwirkung als 
auch Sensibilisierung mit reinstem G. a. 

. Die niedrigsten wirksamen Konzentrationen fiir eine Sensibilisierung 
liegen am Ejisenoxydsol héher als bei Nachtblausol, nimlich 1 . 10? n 
KCl und 4,5. 1075°, G.a. 

. Fiir K,S0O, riickt beim Eisenoxydsol, entsprechend dem starken Abfall 
des Schwellenwertes der Flockung auf 2 .10~‘n, die niedrigste wirksame 
Salzkonzentration fiir die Sensibilisierung bis 2. 10~5n K,SO, hinaus, 
wahrend die des G. a. nicht unter 4,5. 10~4°, reicht. 

3. Auch hier gibt es keinen Schutz des Salzzusatzes gegen die wechselseitige 
Kolloidflockung. 

Zusammenfassung. 

1. Das Gummiarabicum-Sol verliert seine Schutzwirkung auf 
hochgereinigtes Kongoblausol, sobald es durch Elektrodialyse (ED.) 
etwa neun Zehntel seiner Asche eingebiiBt hat. 

2. Die Schutzwirkung kann nicht durch Neutralisation mit NaOH 
oder Ca(OH), wohl aber durch Behandeln des Sols mit der Asche des 
Rohgummis restituiert werden. In dieser diirfte das Mg die wirksame 
Haftgruppe fiir das negative lyophobe Sol beistellen, da auch nach 
Schiitteln des elektrodialysierten Gummiarabicums mit MgO (oder 
ZnQ) die Schutzwirkung wieder voll auftritt. 

3. Bei dem hochgereinigten Goldsol finden sich analoge Verhaltnisse 
in bezug auf Schutz und Restituierbarkeit, allerdings infolge der ge- 
ringeren Aufladung desselben nicht als qualitative, sondern als quanti- 
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tative Differenz zwischen Rohgummi und elektrodialysiertem Gummi 
arabicum. 

4. Zum Unterschied vom Protein gibt es beim reinsten Gummi 
arabicum weder Sensibilisierung noch Flockung der reinen lyophoben, 
negativen Kolloide. Die Schutzwirkung des G.a. ist hier nur gegen 
fallende Elektrolyte gerichtet. 

5. Positive Kolloide, wie reinstes Nachtblausol und Eisenoxydsol, 
geben hingegen erwartungsgemaé8 mit reinstem Gummi arabicum 
Kolloid-Kolloidflockung, Schutzwirkung gegen Elektrolyte und (im 
Bereich nuclearer Aggregation) Sensibilisierung entsprechend den 
Ladungs- und Konzentrationsverhaltnissen beider Sole. 

6. Die bei den Proteinen auftretende Schutzwirkung des Neutralsalz- 
zusatzes gegen Kolloid-Kolloidflockung fehlt jedoch beim Gummi 
arabicum vollstandig. 
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Zur Bestimmung der Pankreaslipase. 
Von 
H. Steudel. 
(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 6. Februar 1934.) 


Meine Versuche iiber die Bestimmung des Lipasegehalts! sind von 
Waldschmidt-Leitz in dieser Zeitschrift? besprochen worden. Dabei haben 
sich leider die wesentlichsten Ergebnisse meiner Arbeit verwischt. Es 
mégen mir ein paar Worte der Aufklérung erlaubt sein: 

Ich hatte versucht, in Pankreaspriparaten die Menge der Lipase in 
Einheiten*s nach Woillstdtter zu bestimmen und war dabei auf Unstimmig- 
keiten gestoBen. Auf der Suche nach dem Grunde der unbefriedigenden 
Ergebnisse habe ich folgendes gefunden: 

Willstdtter schreibt*®: .,Der Bestimmungsmethode liegt die Beziehung 
zwischen Enzymmenge und Spaltungsgrad zugrunde, die wir mit einer 
guten Pankreasprobe (ungefihr 500g eines Gemisches vorsichtig getrock- 
neter Pankreasdriisen vom Schwein) gemessen haben.‘‘ In verschiedenen 
Mengen dieses Pankreastrockenpraparats wurde das Spaltungsvermégen 
(unter festgelegten Bedingungen) von Wéllstdtter bestimmt und es wurden 
folgende Werte? erhalten: 


1,33 mg Driise ergaben in | Stunde 7,4°, Spaltung 
3,99 ,, ” 99 wee % 13,1% 9 
7,98 ,, ” % gary (hiss 20,1% ” 
10,00 ,, ” ee es eal? 24,0 °, a 
13,33 ,, ms es sp ees 25.7% ” 


Tragt man auf der Abszisse die Mengen, als Ordinaten den Spaltungs- 
grad ein, so erhalt man die bekannte Kurve. Setzt man jetzt das 24°, ige 
Spaltungsvermégen von 10mg Trockenpulver = 1 Lipaseeinheit (LE.), so 
geben selbstversandlich die Zahlen fiir die iibrigen Mengen auch gleichzeitig 
Zahlen fiir Lipaseeinheiten. 


Also wenn 10,00 mg ! LE. sind, so sind 
7,08 ,, = 0,798 ,, 
3.99 ,, = 0,300 ,, 


1,33 ,, = 0,133 ,, 


Da innerhalb der Grenzen von 10 bis 24°, Spaltung die Kurve an- 
nihernd geradlinig verlauft, kann man hier ein proportionales gerades 
Verhaltnis zwischen Menge Substanz und Spaltungsvermégen vorausset zen. 
Willstatter empfiehlt also, bei den Lipasebestimmungen innerhalb dieser 
Spaltungsgrenzen zu bleiben. 


1 Diese Zeitschr. 263, 231, 1933. — 7? Ebenda 268, 178, 1934. — 
* Zeitschr. f. physiol. Chem. 125, 113, letzter Abschnitt. — * Ebenda 125, 


114, oben. 








176 H. Steudel. 


Ich habe nun untersucht, ob auch fiir andere Pankreastrockenpraparat 
diese Willstattersche Kurve gilt. Das ist nicht der Fall. Man erhalt durchaus 
ungleiche Kurven, der Spaltungsgrad ist nicht immer die gleiche Funktion 
der Menge Substanz. Wenn man versucht, die erhaltenen Spaltungs 
resultate mit der Willstdtterschen Kurve auszuwerten, so wechselt ma» 
unbewuBt das Koordinatensystem. Deswegen kann man leider nicht diese: 
MaS der Lipaseeinheit ganz allgemein auf jedes beliebige Pankreasprapara‘ 
anwenden. 

Es ist sehr zu begriiBen, daB Herr Waldschmidt-Leitz jetzt auch zugibt, 
das die Methode zur Untersuchung lipasehaltiger Tabletten ungeeignet 
ist. Denn das festzustellen war der AnstoB und der Sinn meiner Ver6ffent 
lichung. 
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Mikro-Zerewitinoff. 
Von 
Wilhelm Liittgens und Erwin Negelein. 
Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 19. Januar 1934.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die Methode zur Bestimmung des ,,aktiven’’ Wasserstoffs nach 
Zerewitinoff ist von H. Roth! so modifiziert worden, daB etwa 5 mg 
Substanz fiir eine Bestimmung geniigen. Wir haben auf Vorschlag 
von Herrn O. Warburg versucht, ob man mit der neueren manometrischen 
Versuchstechnik in bezug auf die Empfindlichkeit des Rothschen Ver- 
fahrens noch weiter kommt, und beschreiben im folgenden eine An- 
ordnung, nach der man in 1 mg Substanz den aktiven Wasserstoff 
mit hinreichender Genauigkeit bestimmen kann. Die wesentlichen 
Abanderungen sind: 

1. Ersatz des Quecksilbermanometers durch ein Anisolmanometer. 

2. Herstellung des Gleichgewichts zwischen Gasraum und Fliissig- 
keit durch kontinuierliches Schiitteln. 

3. Erhéhung der Konzentration der Grignard-Lésung, wodurch er- 
reicht wird, daB im allgemeinen eine Reaktionstemperatur von 20° geniigt. 

In der folgenden Tabelle sind die Resultate wiedergegeben, die wir 
bei der Untersuchung einiger Substanzen erhalten haben. Es sei be- 
merkt, da} die Methode auf Pikrinsdure nicht anwendbar ist. Wie 
schon von anderen beobachtet wurde, entwickelt Pikrinsaiure mehr 
Methan als man erwarten sollte. 


Tabelle. 





“i Niles Einwage emm Methan Aktiver Wasserstotf 
mg berechnet gefunden erwartet gefunden 
1 Resorcin 0.952 388 407 2 2,10 
2 “a 0,837 341 339 2 1,99 
3 Benzoesiiure 0,938 172 181 1 1,05 
4 a 1,020 187 199 1 1,06 
5 Salicylsiure 0,644 210 222 2 2,12 
6 a 0,502 163 172 2 2.11 
7 a-Naphthol 0,968 150 158 1 1,05 
8 m 1,033 161 159 1 0,99 
) Indol 0,911 174 171 1 0,98 
10 es 1,024 196 198 1 1,01 
11 Acetanilid 1,099 167 167 1 1,00 
12 ‘ 1,018 169 190 1 1,12 
13 “ 1,004 167 178 1 1,06 


1 H. Roth, Mikrochem. 11, 140, 1932; vgl. auch B. Flaschentrdger, 
H.S. 146, 219, 1925. 
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Apparatur. In der Abb. 1 ist die Form des ReaktionsgefaBes, in de: 
Abb. 2 die Form des Manometers wiedergegeben. Der Hauptraum H des 


CGrefaBes enthalt die zu untersuchende Substanz in 1,5¢cm Anisol gelést, 


im Anhang A befindet sich 1 cem der Grignard 
Lésung. Der Gasraum des GefaBes wird mit 
Stickstoff gefiillt. Das GefaB ist aus Quarz her 
gestellt, um bei schwerléslichen Substanzen das 
Anisol im GefaéB erwarmen zu koénnen. Das 
Manometer enthalt als Sperrfliissigkeit Aniso| 
GefaB und Manometer werden durch einen mit 
weiBem Vaselin getetteten Schlitf verbunden und 
durch Stahlfedern zusammengehalten. Die Mano- 
meterschenkel sind 300mm lang und in Milli 
meter geteilt. Das Volumen des CefaBes ein- 





ae schlieBlich der Manometerkapillare bis zur unteren 
Reaktionsgefab Marke (0 mm) wird durch Auswagen mit Queck- 

(1 9 der natiirl, Gripe). silber bestimmt. In derselben Weise wird der 
: Querschnitt der Manometerkapillare ermittelt. 
sl Die entwickelte Menge Methan wird aus der Druck- 


anderung und der Volumenianderung des Gasraumes_ be- 
rechnet. Wahrend des Versuchs wird das GefaiB in einem 
auf 20° einstehenden Wasserthermostaten geschiittelt. Neben 
dem VersuchsgefiB wird ein zweites GefaB (Leerversuch) 
mitgeschiittelt, das ebenso wie das VersuchsgefaB mit 
|| Grignard-Lésung und Anisol beschickt ist, aber keine Sub- 
|| stanz enthalt. 

Grignard-Lésung. Die Darstellung der Grignard-Lésung 
(Methylmagnesiumjodid in Isoamylather) geschah nach der 
Angabe von H. Roth. Die Konzentration der Grignard- 
| Lésung war 1,4n. 
| 
| 
| 


\ \ 





> 


SL 
fh. 





Anisol. Das Anisol wurde iiber Natrium abdestilliert und 
iiber frischem Natrium aufbewahrt. Mit Phosphorpentoxyd 
wurde das Anisol nicht geschiittelt. 
| Stickstoff. Der Stickstoff wurde zur Befreiung von 
| Sauerstoff iiber gliihendes Kupfer geleitet. Der gegliihte 
} Stickstoff wurde durch zwei kleine Waschflaschen geleitet. 





1} von denen die erste 50° ige Kalilauge, die andere kon- 
\. zentrierte Schwefelsdure enthielt. SchlieBlich passierte der 

y | 14° op y . os 
y | Stickstoff ein U-Rohr, das mit Phosphorpentoxyd gefiillt war. 











Ausfiihrung der Bestimmung. Die gereinigten Quarz- 
| gefaBe werden im Trockenschrank bei 120° getrocknet 
| und zur Abkiihlung in einem Exsikkator tiber Calcium- 
chlorid aufbewahrt. Von der zu untersuchenden Substanz 


omer werden 0,5 bis 1 mg mittels Einwageréhrchen in den 
9 ‘ A ° e ° ah 
. su. is Hauptraum des GefiBes gebracht. Mit einer im Stick- 
Manometer : 3 ° 
(., dernatirl. Stoffstrom erkalteten Pipette werden 1,5 ¢cem = Anisol 
GriBe). 


hinzugegeben. In den Anhang des GefaBes kommt 
eine kleine Glasperle (etwa 5mm Durchmesser). Der Schliff des Mano- 
meters wird mit wenig weiBem Vaselin gefettet und das GefiB mit 
dem Manometer verbunden. Beim Fiillen der GefaiBe ist darauf 
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zu achten, da das Zimmer nicht tbermaBig mit Wasserdampf 
vefillt ist. GefaB und Manometer werden mit trockenem Stickstoff 
vefiillt, der durch den oberen Hahn S am Manometer eingeleitet wird 
und durch den noch ungefetteten Ventilstopfen das GefiB verlaBt. 


Bei schwerléslicher Analysensubstanz wird das Quarzgefai unter 
Durchleitung von Stickstoff mit dem Brenner erwarmt. Wahrend 


der Stickstoff durch das Gefa8 strémt, wird mit einer trockenen Pipette 
leem Grignard-Lésung in den Anhang des GefaBes gebracht. Fir 
diesen Zweck benutzt man eine Pipette mit nicht zu enger Ausflub- 
éffnung. Man wartet nicht, bis die dickfliissige Grignard-Lésung ab- 
gelaufen ist, um eine unnodtige Wasseraufnahme aus der Luft zu ver- 
meiden. Dann wird der schwach gefettete Ventilstopfen aufgesetzt. 
Zum AbschluB gegen die auBere Luft wird der Kapillarstopfen mit 
einem gebogenen Glasrohr verbunden, das in ein Flaschchen mit Anisol 
taucht. Die Durchleitung des Stickstoffs wird noch 1 Minute fort- 
gesetzt, dann zuerst der obere Hahn S des Manometers und zuletzt 
der Ventilstopfen des GefaBes geschlossen. 


In der gleichen Weise wird ein zweites GefaB (Leerversuch) ohne 
Analvsensubstanz vorbereitet. Beide GefaBe werden gleichzeitig in den 
Thermostaten gehangt. Um Gleichgewicht zwischen Fliissigkeit und 
Gasraum herzustellen, werden die Manometer mit den GetaBen auf 
einer Schittelvorrichtung geschiittelt. 

Man beobachtet anfanglich in beiden GefaBen eine Gasentwicklung, 
die nach 1!, Stunden praktisch beendet ist. Diese Gasentwicklung 
wird durch Spuren von Wasserdampf verursacht, die im Gasraum, 
hauptsachlich aber im Anisol vorhanden sind. Der Wasserdampf 
diffundiert allmaéhlich in die Grignard-Lésung und entwickelt dort 
pro Mol Wasser 2 Mole Methan. Versuchs- und Kontrolltrog werden 
daher so lange geschiittelt, bis beide GefaBe eine gleiche Druckanderung 
zeigen, die in 5 Minuten nicht gréSer als 1',mm sein soll. Dieser 
Zustand ist in der Regel nach 1! Stunden erreicht. Die Manometer- 
stellung wird abgelesen und die Grignard-Lésung mit der Glasperle 
durch Kippen des GefaiBes aus dem Anhang in den Hauptraum gebracht. 
Die Methanbildung ist in 5 Minuten beendet. Man laBt die Gefaibe 
weitere 5 Minuten schiitteln und liest die Manometerstellung ab. 


Im Kontrolltrog entsteht beim Einkippen der Grignard-Lésung in 
der Regel ein kleiner positiver Druck. Diese Gasentwicklung (Leerwert) 
wird nach Umrechnung in cmm Methan von der im Versuchstrog ent- 
standenen Menge Methan abgezogen. Es hatte sich gezeigt, da} man 
kleine Leerwerte erhalt, wenn die Druckainderungen der Manometer 
vor dem Einkippen der Grignard-Lésung klein sind, d.h. wenn man 
mit dem Einkippen der Grignard-Losung lange genug wartet. 
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Berechnung der entwickelten Menge Methan. 
Methan wird nach folgender Formel berechnet: 


Ik. Negelein: 


Die entwickelte Menge A 





273 y 
eh, ue g. ff 278 P+ 
i ~ . . . . 
P. 2 T Fs 
In der Formel bedeuten: 
x entwickelte Menge Methan (cmm), 
H Druckinderung beim Einkippen der Grignard-Lésung (mm _ Anisol), 
t Barometerstand (mm _ Anisol) (760 mm Hg bei 0° 10440 mm 
Anisol bei 20°), 
P, Normaldruck 10440 mm Anisol bei 20°, 
Vg Volumen des Gasraumes (¢mm), 
Vy Volumen der eingefiillten Fliissigkeit (¢mm), 
% Bunsenscher Absorptionskoeffizient fiir Methan in der Reaktions- 
lésung bei 20° (wir fanden « = 0,46), 
ii absolute Temperatur, 
Q Querschnitt der Manometerkapillare (qmm). 
Das Volumen des Gasraumes VQ ist 
Vo Kichvolumen — V, C.D, 
wobei D Hoéhe des rechten Manometerschenkels vor dem Einkippen det 


Grignard-Lésung (mim). 


Wir haben die 


Léslichkeit des Methans in der 


teaktionsl6sung 


(1,5 cem Anisol plus 1 cem Amylather) bei 20° bestimmt und fiir x den 


Wert 0.46 gefunden. Wir schatzen den 


von « auf etwa 5°). 


Fehler in der Bestimmung 
Da aber von dem gesamten entwickelten Methan 


nur etwa 5°, von der Reaktionsfliissigkeit gelést wird, ist dieser Fehler 


zu vernachlassigen. 
Versuchsbeispiel. 


Bestimmung des aktiven. Wasserstoffs in Acetanilid. 


Temperatur = 20°.) P= 760mm Hg 


10440 mm Anisol. 





Gefib I 
Eichvolumen: 23960 emm 


Vp = 2500emm = Q = 1,34qmm 
Hauptraum: 1,5cem Anisol 
Zeit 
Anhang: 1,0cem Grignard-Lsg. 
Manometerablesung Druck- 
——_—__— —  underung 
links rechts in mm 
Nach 80 Min. Aus- 
gleich: 
Q Min. ek 163,2 134,1 
Ds he ee 163.7 133,9 + 0.7 
wy 164,0 133,7 + 1,2 
Grignard-Losung eingekippt 
a ree 166.8 130,8 + 5,7 
10 167.0 130,3 + 6,4 


Gefii6 II 
Kichvolumen: 23700 emm 
Vy = 2500cemm Q 1,03 qmm 


Hauptraum: 1,5cem Anisol 
1,009 mg Acetanilid 


Anhang: 1,0cem Grignard-Lsg 
Manometerablesung Druck- 

— anderung 
links rechts in min 
145.4 148.6 
145.9 148,1 + 1,1 
146,1 148.0 + 13 

Grignard-Lisung eingekipp' 
182.9 110.8 + 74,0 
183.1 110.6 + 74.4 
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\usrechnung: 


Gefab I: H = 64mm; D 134mm; V, 21 280 emm. 


273 
9192 ps L OF : 
eh ee eo ny 4 118, 104004 6A 
. sani 10 440 iia ie | ee 


17 emm Methan. 


Gefalh Il: H = 744mm; ID 148 mm; iP 21 050 emm. 


) 273 
9 A). -L OF ) . 
74,4 wan 5 sia 74,4 273 10440 + 74,4 
“ = 10 440 m2 293 10440 


184cemm Methan. 


Aus 1,009 mg Acetanilid entwickelte Menge Methan: 184 — 17 = 167 emm, 


fir 1,009 , . berechnete e = ae 
Mole Meth 7,46 .10°§ 
Gefunden: fole Met = 1,46 . s 1,00. 
Mole Acetanilid 7.47.10 & 











Zur qualitativen und quantitativen Bestimmung des Novocains, 


Von 
Harry Willstaedt. 
(Aus der Ohrenklinik des Akademischen Krankenhauses in Uppsala.) 
(Eingegangen am 28, Januar 1934.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 

Im Rahmen anderer Versuche ergab sich die Notwendigkeit, eine 
Methode zur qualitativen und quantitativen Ermittlung von Novocain in 
reinen Lésungen und in biologischem Material zu besitzen. 


Methoden zur Bestimmung des Novocains sind bereits bekannt. Die 


Makrobestimmung kann durch alkalimetrische Titration erfolgen!. Als 
mikrochemische Fallungsreagenzien sind neben Schwermetallionen Anthra 
chinon-/-sulfosdure? und Reinecke-Salz® vorgeschlagen worden. Uber 


kolorimetrische Vertahren vgl. weiter unten. 

Ich habe, da Angaben iiber die Empfindlichkeit der letzteren 
Reaktion fehlen, die Fallungsreaktionen des Novocains mit Reinecke- 
Salz (Ammonium-|tetrarhodanato-diammino-chromiat |) und mit Flavian- 
siure untersucht. Mit beiden Reagenzien entstehen charakteristisch 
kristallisierte Niederschlige (vgl. Abbildungen) bis zu starken Ver- 
diinnungen herab. Am empfindlichsten erweist sich die Fallung mit 
Reinecke-Salz4, die noch bei 0,1 mg Novocainchlorhydrat im = cem 
sofort eine Triibung, nach ', Minute langem Stehen eine Fallung ergibt. 
Die Kristallform weicht von der von Rosenthaler® mitgeteilten etwas ab. 
Es wurden dann noch einige andere Lokalanasthetica gepriift: 

mit Reinecke-Salz 
Pereain . .. . 0,2 mg/cem Dicke Fallung 
OT” ss Sofort Triibung, spater Fallung 
Sofort Triibung, die sich bald zu kri- 


s oa ee 


Pantocain. . . 0,33 os 


| stallinischer Fallung ballt 
Tutocam.. ... 0,1 = Triibung, spiter Falling 


Als spezifisch kénnen natirlich diese Fallungsreakticnen nicht 
angesehen werden, da ja noch eine groBe Anzahl von Verbindungen 
durch die verwendeten Reagenzien gefallt werden. In Fallen aber, wo 
es sich um Bestimmungen in reinen Novocainlésungen oder, wie bei den 
von mir unternommenen Versuchen, um den Vergleich von mit Novocain 


' Es wird dabei nur die tertiére Aminogruppe titriert, vgl. Ao/tho//, 
diese Zeitschr. 162, 289, 1925. — * Rosenthaler, Mikrochemie 3, 80, 1925. 
3 Derselbe, Arch. d. Pharm. u. Ber. d. Deutsch. pharm. Ges. 265, 319, 1927. 


4 Als Reagens verwendet man eine frisch dargestellte, kaltgesattigte wasserige 


Loésung. Darstellung von Reinecke-Salz vgl. Kapfhammer u. Eck, Hoppe- 
Seylers Zeitschr. 170, 304, 1927. 
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Qualitative und quantitative Bestimmung des Novocains. 


behandeltem und unbehan- 
deltem Material handelt, 
spielt: diese Einschrankung, 
die natiirlich auch fiir die 
im folgenden zu behandeln- 
den kolorimetrischen Me- 
thoden gilt, keine Rolle. 


Kolorimetrische Metho- 
den zeichnen sich vor den 
Fallungsmethoden durch 
meist gréBere Empfindlich- 
keit und durch bequeme 
quantitative Ausfiihrbarkeit 


aus. 


Fiir Novocain sind ver- 
schiedene Verfahren zur quali- 
tativen und quantitativen Er- 
kennung auf kolorimetrischem 
Wege ausgearbeitet worden!. 
Die empfindlichsten beruhen 
auf der Kupplung von diazo- 
tiertem Novocain zu Azofarb- 
stoffen. Beianders gerichteten 
Versuchen hat Fulton? aus 
diazotiertem Novocain und 
m-Phenylendiamin das Novo- 
cainbraun erhalten. Zur ana- 
lytischen Auswertung der Di- 
azoreaktion wurde aber das 
diazotierte Novocain stets in 
alkalischer L6sung mit Phe- 
nolderivaten gekuppelt (bei 
Cheramy® mit Guaiacolsulfo- 


1 Vel. Kkkert. Pharm. 
Zentralhalle 71, 198. 1930; 
ferner Chem. Centralbl. 19382, 
Il, 1484; Young, Amer. J. 
Pharm. 1038, 709, 1931: 
Wagenaar, Pharm. Weekblad 
69, 727. 1932; Bandoni, Anal. 
de Farmacia y Bioquimica 
(Buenos-Aires) 3, 135, 1932. 
Die hier zitierten Verfahren 
benutzen nicht die Diazo- 


reaktion. — 7 Amer.J. Physiol. 
47, 153, 1921. - § J. de 


Pharm. et de Chim. (7) 30, 
408, 1924. 


Abb. 1. 


Abb. 2. 


Novocain + Flaviansiure. 


Novoeain 


Reinecke-Salz. 
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siure, bei Laujfs', Eissner? und Merz® mit p-Naphthol, ebenso bei Jen- 
drassik und Falezik-Szabo* bei der Bestimmung der salpetrigen Séure). 

Es konnte erwartet werden, daB durch Anwendung von Diphenolen 
oder der in der Farbenchemie viel gebrauchten Aminonaphtholsulfo- 
siuren noch tiefere Farbungen entstehen wiirden, dafS also damit dic 
Empfindlichkeit der Reaktion sich noch steigern lieBe. Vor der Aus- 
fiihrung der Kupplungsreaktion beseitigt man einen eventuellen Uber- 
schuB an salpetriger Saure in der Diazoniumlésung durch Zugabe von 
etwas Harnstoff. Folgende Farbungen werden mit verschiedenen 
Kupplungskomponenten erhalten: 


1, 5-Dioxy-naphthalin, . .... . . . rotviolett 
1, 8-Dioxy-naphthalin-3, 6-disulfosiéure . rot 
l 
| 


-Amido-8-naphthol-4-sulfosiure . . . . blauviolett 
-Amido-8-naphthol-3, 6-disulfosiure . . rein rot 
2-Amido-8-naphthol-3, 6-disulfosiure . . gelb, spiter rot 

Fiihrt man die Kupplung bei den Komponenten, die eine Aminogruppe 
enthalten, in saurer statt alkalischer L6ésung durch, so sind die erhaltenen 
Farbt6ne den angegebenen trotzdem sehr ahnlich. 

Die intensivste Farbung unter den Phenolderivaten liefert das 
1, 5-Dioxy-naphthalin, doch ist die erhaltene Farbung nicht bestandig, 
sondern geht allmahlich in Braun iiber. Die mit 1-Amido-8-naphthol- 
4-sulfosiure, sowie -3, 6-disulfosiure erhaltenen Farbungen sind dagegen 
vollig bestandig. Zum qualitativen Nachweis erwies sich die l-Amido- 
8-naphthol-4-sulfosiure als das empfindlichste Reagens. Es gelingt 
noch die Erkennung von 1,3 y Novocainchlorhydrat in 2 cem Wasser. 
Zur Kolorimetrie ist aber die mit l-Amido-8-naphthol-3, 6-disulfosaiure 
erhaltene Lésung besser geeignet. Die qualitative Empfindlichkeits- 
srenze liegt hier bei 2,7 y Novocainchlorhydrat in 2 cem Wasser. Gut 
g g : 
kolorimetrierbare Lésungen erhalt man aber nur bei Konzentrationen 
> 5y im cem?. 

Stérend kann fiir die Kolorimetrie die Eigenschaft der Amidonaphthol- 
sulfosiuren werden, in Lésung infolge von Oxydation schnell mehr oder 
weniger dunkel zu werden. Man kann dies dadurch vermeiden, da man 
1. reinste Handelspraparate benutzt und 2. diese durch Umkristallisieren 
des sauren Natriumsalzes aus Wasser noch weiter reinigt, 3. den bei photo- 


1 Apothek.-Ztg. 42, I., 621, 1927. — ? Arch d. Pharm. u. Ber. d. 
Deutsch. pharm. Ges. 268, 322, 1930. Die Angabe des Autors (vgl. S. 323 
unten), da Adrenalin die Diazoreaktion gleichfalls gibt, ist in diese: 
Form nicht richtig. Die mit Adrenalin erhaltene Farbung riihrt von det 
Oxydation des Adrenalins durch salpetrige Saure her. — * Ebenda 270, 97. 
1932. — 4 Diese Zeitschr. 261, 110, 1933. — ° Ich habe bei diesen Vet 
suchen ein Kolorimeter nach Autenrieth-Hellige benutzt, da ein anderes 
mir derzeit nicht zur Verfiigung stand. Mdglicherweise laBt sich abe! 
durch Verwendung eines vollkommeneren Kolorimeters die Grenze det! 
Kolorimetrierbarkeit noch weiter herunterdriicken. 
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graphischen Entwicklern iiblichen Kunstgriff anwendet und der alkalischen 
Loésung Sulfit zusetzt. Die Geschwindigkeit der Autoxydation wird dadurch 
betrachtlich vermindert, ohne da das Sulfit sonst stérende Wirkungen 
austbt. 


Alle zitierten Arbeiten haben sich mit der Bestimmung des Novo- 
cains in reinen Lésungen oder in Arzneimittelzubereitungen befaBt. 
Kissner (1. c.) hat auch Bestimmungen in Liquor und in Serum aus- 
vefiihrt. Ob es gelingt, Novocain auch aus Muskulatur nach Injektion 
wieder zu extrahieren und zu bestimmen, ist bisher nicht unter- 
sucht worden. Meine Versuche haben ergeben, daB dies bei An- 
wendung geeigneter Versuchsbedingungen gelingt, und zwar bis zu 


Mengen von etwa 0,5 mg herab. Im folgenden sei die eingehaltene 
Arbeitsweise angegeben: 


Der mit Schere und Pinzette gut zerkleinerte Muskel (2 bis 5 g) wird 
mit 2 g Natriumbicarbonat' und 15 g wasserfreiem Natriumsulfat gut ver- 
rieben. Man verfahrt so, da8 man zuerst das Natriumbicarbonat und etwa 
5g Natriumsulfat hinzuftigt und verreibt und dann portionsweise den Rest 
des Natriumsulfats zugibt. Es entsteht eine trockene, kriimelige Masse, die 
sich leicht quantitativ in eine Soxhlet-Hiilse tiberfiihren 14Bt (man spiilt 
den Mérser mit etwas Natriumsulfat nach). Man extrahiert nun im Sowhlet- 
Apparat 1 Stunde mit Ather und dampft dann den Ather aus dem Extrakt 
wieder ab. Zu dem (meist 6ligen) Riickstand fiigt man 1 ccm verdiinnter 
Salzsdure, schiittelt gut durch und filtriert durch ein kleines Filter. Diese 
Behandlung mit Salzséure wird noch zweimal wiederholt. Man fiihrt das 
kiltrat quantitativ in einen 10cem MeBkolben iiber und setzt der Reihe 
nach folgende Reagenzien zu: 1. 0,2cem einer 0,3°,igen Natriumnitrit- 
losung?, 2. nach Verlauf einer '/, Minute 0,2 cem 10°,ige Harnstofflésung, 
3. nach Verlauf einer weiteren !/, Minute, wahrend der mehrmals stark 
geschiittelt wird, leem einer Lésung von 364mg _ reinem 1-Amido- 
8-naphthol-3, 6-disulfosaurem Natrium, 1 g Natriumsulfit und 4ccm 2n 
Natronlauge in 100 cem Wasser®. Man fiillt dann zur Marke auf. Die 
Vergleichslésung wird durch analoge Behandlung einer Novocainlésung 
bekannten Gehalts hergestellt. 


Wie oben erwahnt, gelingt es nicht, ganz kleine Novocainmengen, 
deren Nachweis die Diazoreaktion noch erlauben wiirde, aus Muskel 
wieder zu extrahieren. Ob eine Zerstérung oder eine Fixierung erfolgt, 
kann noch nicht entschieden werden. 


' Natriumbicarbonat dient zur Bindung vorhandener Sauren. Seine 
Alkalinitaét ist so gering, daB eine Verseifung der Estergruppe des Novo- 
cains nicht zu befiirchten ist. — ? Sollte die Novocainlésung so stark 
sein, daB diese Nitritmenge nicht ausreichend ist, so ist sie entsprechend 
zu verdiinnen. Die Anwendung konzentrierterer Reagenzien bei der 
Diazoprobe empfiehlt sich nicht, da dann die erhaltenen Losungen so 
tief gefarbt sind, daB sie nicht mehr gut kolorimetrierbar sind. 3 Wenn 
diese Lésung so stark gefarbt ist, daB die Bestimmung dadurch gestért 
ist, muB sie durch Schiitteln mit Tierkohle entfarbt oder frisch her- 
gestellt werden. 


12 
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Aus der Uberlegung heraus, da8 Novocain als aromatisches 
Amin mit zwei freien o-Stellungen nicht nur selbst diazotierbar 
sondern auch mit anderen Diazoniumverbindungen kuppelbar sein 
mu, wurden Versuche in dieser Richtung angestellt, deren Ergebnis 
hier mitgeteilt sei: 





Diazotiertes Amin Farbe mit Novoeain Farbe der Blindprobe 


Anilin gelb farblos 
p-Nitranilin gelb gelb 
Sulfanilsaure farblos farblos 

Naphthionsaure gelb, dann rot gelb 
aig or ang 8-di- gelb, dann rot gelb bleibend 
1-Amido-8-naphthol-3, 6- | 

disulfosaure | 

Benzidin gelb farblos 

o-Tolidin gelb gelb 

Dianisidin rot rot 


braunrot, spaiter rot — braungelb, spater braunr: t 


Bei allen diesen Proben ist 3 Minuten nach Vereinigung der Komp 
nenten etwas festes Natriumacetat zugegeben. 

Deutliche Unterschiede gegeniiber der Blindprobe werden also 
nur mit Anilin, Benzidin, Naphthionséure und 1-Naphthylamin-4. 8-di 
sulfosaure erhalten. Die erhaltenen Farbungen sind aber wenig intensiy. 
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Versuche iiber die Verdauung in Nepentheskannen. 


Von 
Jetske de Zeeuw. 


(Aus dem Botanischen Institut der Universitat Leiden.) 


(Eingegangen am 31. Januar 1934.) 


In dieser Zeitschrift haben Stern und Stern (5) eine Arbeit iiber die 
Natur der von den Nepentheskannen abgeschiedenen Enzyme _ver- 
éffentlicht, in welcher sie mittels nephelometrischer Analyse des Sekrets 
der Fangkannen von Nepenthes Hibberdii und N. mixta zwei echte 
Proteinasen nachgewiesen haben: eine katheptische, optimal auf 
,.isoelektrisches EiweiB“ (px 4 bis 5) wirkende, und eine tryptische, 
optimal bei px 8 wirkende Proteinase. Sie fanden diese beiden Enzyme 
sowohl] im Kannensekret als auch im Extrakt des Driisengewebes der 
Fangorgane. Bakterielle oder andere exogene Herkunft der Enzyme 
meint Stern ausschlieBen zu kénnen, weil er nachgewiesen hat, dab 
mit essigsaurem Glycerin gewonnene Gewebsextrakte eine tryptische 
Wirkung auf Gelatine (px 8) ausiibten. Aus seinen Versuchen hat er 
geschlossen, daB die Pflanze eine tryptische Proteinase in den Driisen- 
zellen der Kannen produziert. Nur diese tryptische Proteinase vermag 
bei der im Kanneninhalt herrschenden Wasserstoffionenkonzentration 
zu wirken. 

Versuche, im Botanischen Laboratorium der Universitat Leiden 
im Juli/August 1932 von W.de Kramer ausgefiihrt, rechtfertigten die 
Vermutung, da vielleicht doch die tryptische Wirkung des Sekrets 
Mikroben zuzuschreiben ware. Deshalb sind im Oktober November 
1933 die Versuche wiederholt und erweitert worden. 


Material und Methode. 


Die Nepenthessammlung im Leidener Botanischen Garten ist im 
Sommer in einem niedrigen, runden Gewachshaus untergebracht. wo die 
Pflanzen geréiumig hangen (Temperatur 22 bis 26°C). Im September 
werden die Pflanzen in ein geheiztes Gewachshaus gebracht (Temperatur 17 
bis 18°C). Die Beleuchtung ist selbstverstandlich veranderlich und ver- 
ringert sich im Winter. Neue Kannen entwickeln sich nach Oktober in 
viel geringerem Mae, die Kannendimension und die Menge des abgesonderten 
Sekrets sind viel kleiner als im Sommer. 

Zur Verfiigung standen die folgenden Arten (die meisten sind wohl 
Hybriden!): Nepenthes alata, Chelsonii, coccinea, Dormanniana, intermedia 
Mastersii, mixta Mastersiana, Morganiana, O° Brieniana, Outramiana, 
ventricosa, und eine nicht bestimmte Art. Die Lange der Kannen wechselte 
von 5 bis 30 em, die Menge des Sekrets in noch ungedffneten Kannen ist 
1] bis 8cem, in ge6ffneten Kannen bis 40 cem. 
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Versuche wurden angestellt mit geéffneten Kannen, ungedffneten 
Kannen und auch mit Kannen, welche sich in einem sterilen Raum geéffnet 
hatten. 

Von den Botanischen Garten in Amsterdam und Utrecht wurden 
auch abgeschnittene, unge6dffnete Kannen freundlichst zur Verfiigung 
gestellt. Leider war bei Ankunft fast die ganze Menge des Sekrets in diesen 
Kannen verschwunden. Vermutlich war die Fliissigkeit von der Kannen 
wand resorbiert worden. 

Zur Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentration wurden dic 
iiblichen Clarkschen Indikatoren benutzt, die freilich bei ganz geringen 
Sekretmengen nicht sehr genaue Bestimmungen erlauben. Weil aber das 
pu-Gebiet der katheptischen und des der tryptischen Wirkung weit aus 
einander liegen, geniigt eine Genauigkeit von 0,2 py, welche man in den 
meisten Fallen erreichen kann. 

Die aseptische Probeentnahme des Sekrets aus ungeéffneten Kannen 
ist leicht auszufiihren, wenn man die AuBenseite der Kannen griindlich 
mit 1° ,igem Bromwasser bepinselt. Mit einer sterilen Pipette sticht man 
durch die Wand und entnimmt einen beliebigen Teil der Kannenfliissigkeit. 
Als Sterilitétskontrolle wurden Bouillonagarplatten mit dem Sekret beimp/t 
und 8 Tage im Brutofen bei 28° C stehengelassen. Es zeigte sich, daB das 
Sekret der ungeéffneten Kannen immer steril war. 

Einige ungeéffnete Kannen werden mit Bromlésung bepinselt und 
der obere Teil mit sterilisierter Baumwolle eingehiillt. Diese Hiille wurde 
mit Stanniol gegen Wasser geschiitzt. Die Kannen, die auf diese Weise 
sich in einem sterilen Raum 6ffnen konnten, blieben auch in unseren Ver- 
suchen immer bakterienfrei. 

Fiir die Enzymversuche wurden die Sekrete unter Toluol aufbewahrt. 


Mit Carminfibrin nach Jordan-Hirsch (20 Stunden bei 28°C) wurde die 
katheptische Wirkung der Sekrete untersucht. In basischem Milieu wurde 


Spritblaufibrin benutzt, wihrend man mit Hilfe von verschiedenen Sauren 
und Pufferlésungen die gewiinschte Aziditat herstellte. 


Experimentelles. 


de Kramer hat in diesem Laboratorium gezeigt, daB die Enzym- 
und Sauresekretion der Kannenwand zwei verschiedene Vorgiange dar- 
stellen: Sauresekretion kann durch chemische Reize stimuliert werden. 
der Sauregehalt ist also variabel, waihrend das katheptische Enzym 
immer anwesend ist. Man kann also die Versuche in folgender Weise 
einteilen: 


I. Das Enzym. 1. Sondert die Kannenwand nur katheptisches oder 
auch tryptisches Enzym ab ? 


. Welcher Reiz veranlaBt die Enzymsekretion ? 
. Wird die tryptische Wirkung des Sekrets durch 
Bakterien verursacht ? 

II. Die Séure. 4. Welcher Reiz veranlaBt die Sauresekretion ? 


5. Welche Séure wird sezerniert ? 
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Verdauung in Nepentheskannen. 


I. Das Enzym. 


Die Enzymwirkung zeigt sich nur in einem Milieu mit bestimmtem 
Wasserstoffexponenten. Wird das neutral reagierende Sekret aus einer 
ungeéffneten Kanne mit Carminfibrin in ein Reagensglas gebracht 


(mit einigen Tropfen Toluol zur Desinfektion) und in den Brutofen bei 
einer geeigneten Temperatur, z. B. 28° C, gestellt, so findet im allgemeinen 
keine Verdauung statt, die Fliissigkeit farbt sich also nicht rot. 

DaB das Enzym in dieser Fliissigkeit vorhanden ist, zeigt sich, 
wenn man einige Tropfen von bestimmten Sauren hinzufiigt, bis ein 
Wasserstoffexponent 3,4 bis 3,8 erreicht worden ist. Bald setzt dann 
die Verdauung ein. Nicht alle Sauren kénnen dazu benutzt werden 
(siehe S. 193); positiven Erfolg hatten u. a.: Bernstein-, Apfel-, Citronen-, 
Wein- und Phosphorsiure. Dieser cinfache Versuch zeigt also, daB das 
Enzym im Sekret der ungeéffneten Kannen schon anwesend war (Ta- 
belle la, Ib, Ic). Die Verdauung wurde beobachtet nach Zusatz von 
verschiedenen Sauren und Pufferlésungen im Bereich von py 3,0 bis 8,4. 
Die Sauren, welche keine Verdauung veranlassen, sind nicht in den 
Tabellen aufgenommen. 

Tabelle La. 
Sekret aus ungeéffneten Kannen. 





344 3,6 3,8 4,0 


Phosphorsiure . . . . . + 
Apfelsiure . 

Citronensiure 

Phosphatpuffer . 





Phosphorsaure 
Apfelsiure . 
Citronensaure 
Phosphatpuffer . 


Tabelle Ib. 
Sekret aus aseptisch geéffneten Kannen. 





3,2 | 3,4 3,6 | 3,8 ; 552 | 5,8 | °, 7,2 


Phosphorsaure 
Phosphatpuffer . 


Tabelle Le. 


Sekret aus ge6éffneten Kannen. 





| 3,4 | 3.6 | 3,8 " §,2 | 5, cP 7,2 


Phosphorsiure . 
Phosphatpuffer . 
Aqua dest. . 
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In den Fallen, wo ein Pluszeichen steht, fand Verdauung des 
Carmin- oder des Spritblaufibrins statt. mit 

Nach unseren Ergebnissen enthalten ungedffnete (bzw. steril ge wur¢ 
éffnete) Kannen ein Enzym, das nur in saurem Milieu reagiert; dic Ext 
Versuche, welche in basischem Milieu mit Spritblaufibrin angestellt und 
wurden, zeigten ausnahmslos keine Verdauung. 

Bei den geéffneten Kannen, die durchaus nicht steril sind und in 
denen das Sekret Insekteniiberreste enthalt, zeigt sich dagegen eine 
enzymatische Wirkung sowohl in saurem wie in basischem Milieu. on 

Die Ursache dieses Unterschiedes diirfte wahrscheinlich einer = 
Bakterienwirkung zugeschrieben werden. Sowohl aus den ungeéffneten, Phosy 
den steril geéffneten und den offenen Kannen wurden Ausstriche 
auf Bouillonagarplatten gemacht und in den Thermostaten gestellt. 
Nur auf den Bouillonagarplatten mit den Sekretausstrichen der offenen 
Kannen hatte sich eine iippige Bakterienflora entwickelt. Von einzelnen 
Bakterienkolonien wurden Reinkulturen angelegt und hiervon folgende 
identifiziert : 

Bacterium fluorescens liquefaciens und Bact. prodigiosum. Ferner 
waren noch zwei unbekannt gebliebene Arten anwesend; alle vier 
Bakterienarten brachten Bouillongelatine zur Verfliissigung, haben 
also eine tryptische Wirkung. 
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, ° P ; offen 
Es wurde daher versucht, ob von den Bakterien ein tryptisches der V 


Enzym in das Kulturmedium abgeschieden wurde.  Hierzu wurde siti 
von den Reinkulturen in Bouillonglaser geimpft; nach einer Woche mare 
(bei 28° C) wurde die Fliissigkeit durch ein sterilisiertes Bakterienfilter 
(Seitz) filtriert. Das Filtrat wurde untersucht, bakterienfrei befunden 
und zu Verdauungsversuchen in basischem Milieu benutzt. In dieser 
basischen Umgebung fand in wiederholten Versuchen immer Verdauung 
des Spritblaufibrins statt. 

Als Kontrollversuch an der Pflanze wurde in eine Kanne von 
Nepenthes Morganiana, die sich steril geéffnet hatte, ein steriles Fibrin- 
korn hineingebracht und die Kanne mit Wattepfropfen verschlossen. 
Das Fibrinkorn wurde verdaut:; die py-Anderung ergibt sich aus Ta- 
belle I. 


im G. 
pu au 


Tabelle II. 





Datum Datum 


10. XI. ; 27. XI. 
13. XI. 1. XII. 
23, XI. 
Es wu 
Ein Plattenausstrich auf Bouillonagar zeigte, daB das Sekret nocli kadave 


steril war. und m 
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Versuche, wie Stern sie mit Gewebsextrakt angestellt hat, wurden 
mit den Kannen von JN. outramiana unternommen; der driisige Teil 
wurde ausgeschnitten und mit essigsaurem Glycerin extrahiert. Der 
Extrakt wurde gepuffert und seine enzymatische Wirkung auf Carmin- 
und Spritblaufibrin untersucht (Tabelle ITI). 


Tabelle II. 


Gewebsextrakt einer geéffneten Kanne. 





3,4 4,2 


Phosphorsaure .. . .. e 
Phosphatpuffer . 

Es zeigt sich, daB das Gewebsextrakt dieser Kanne nur das kathep- 
tische und kein tryptisches Enzym enthalt. 


II. Die Sdure. 
1. Das Sekret der offenen Kannen. 

Lawson-Tait (3) hat im Sekret immer eine saure Reaktion beob- 
achtet. de Kramer hat unter 22 Kannensekreten 8 neutrale oder basische 
gefunden. Unsere Ergebnisse bestatigen diese Beobachtung (siehe 
Tabelle IV). In dieser Tabelle sind die py-Werte vereinigt, die an 
offenen Kannen beobachtet worden sind. Die groBen Unterschiede in 
der Wasserstoffionenkonzentration auch bei Kannen von einer und der- 
selben Nepenthes-Art sind leicht verstaindlich, weil in einigen Kannen 
Insekten verdaut wurden, wahrend in anderen gerade keine Verdauung 
im Gange war. Wie groB der EinfluB ist, der in dieser Weise auf das 
pu ausgeiibt wird, ergibt sich aus den Versuchen von de Kramer. 


Tabelle IV. 
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33%, der Kannen reagierten also neutral oder schwach_ basisch. 
Es wurde wiederholt die Beobachtung gemacht, daB, wenn die Insekten- 
kadaver (die man stets in den offenen Kannen findet) ganz verdaut 
und nur die Chitinhiillen iibriggeblieben waren, die Reaktion immer 
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neutral oder schwach basisch war, wahrend in den Kannen, in welche eben 
Insekten hineingeraten waren, oder in welchen die Verdauung eben 
begonnen hatte, das Sekret sauer reagierte. 

In eine Kanne von Nep. outramiana, in welcher das py = 3,0 war 
(die Verdauung im Gange), wurde Kalkwasser getrépfelt bis py = 8.2 
Am folgenden Morgen reagierte das Sekret wiederum sauer (pq = 3.0) 
Es hatte also eine Sauresekretion stattgefunden. Fibrinkérner kénnen ein 
neutrales Sekret tiber Nacht in ein saures verwandeln. 

Bei verschiedenen Arten wurden die Kannen wiederholt mit destilliertem 
Wasser ausgewaschen. 10 ccm destilliertes Wasser zugegeben, mit Watte 
bausch verschlossen und eine Woche stehengelassen. Das py war 7,0. 
Fibrinkérner, in diese Kannen gebracht, verursachten am nachsten Tage 
eine Reaktion, py etwa 3,5. Auch fliissiges HiihnereiweiB [1 Teil Eiweif, 
9 Teile Wasser, filtriert nach Clautriau (2)|] verursachte ein betrichtliches 
Sinken des py des Sekrets: px 8,8 bis 3,5 in 12 Stunden. 

Gekochtes HiihnereiweiB hatte in mehrfach wiederholten Versuchen 
dieselbe Wirkung. 

Von mechanischen Reizen kann dabei nicht die Rede sein; diese 
haben iiberhaupt keinen Einflu8. Wir haben wiederholt versucht. 
in sehr verschiedener Weise mechanisch zu reizen (schiitteln, bepinseln, 
beklopfen mit Pinzette oder Pipette), doch wurde niemals Saure 
sezerniert. 

2. Das Sekret der ungeéffneten Kannen. 


de Kramer hat im Juli/August dieses Sekret (auBer in einem Falle 
bei N. Mastersii) immer neutral gefunden. Unsere Versuche ergaben 
folgendes: 
Tabelle V. 
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Verdauung in Nepentheskannen. 


3. Das Sekret der steril geéffneten Kannen. 
Wir fanden bei den folgenden Arten im November, Dezember 
(Tabelle V1) 
Tabelle VI. 





Nepenthes Chelsonii. . 
outramiana . 
coccinea . 
intermedia . . 
Morganiana . 
Dormanniana . 


ee ee 
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Das Sekret reagiert also auch sauer ohne nachweisbare chemische 
‘eize. Ohne weiteren Saurezusatz findet aber in dem Sekret keine 
Verdauung statt. 

Aus den Versuchen von de Kramer ist hervorgegangen, daB das 
Enzym einen bestimmten Sauregrad braucht, damit die verdauende 
Wirkung sich zeigt. 

Verdauungsversuche wurden in Reagensglisern mit dem aus un- 
gedffneten Kannen gesammelten Sekret angestellt, das neutral reagierte, 
ein Carminfibrinkorn sowie verschiedene organische und anorganische 
Sauren bis pu 3 bis 3,5 und einige Tropfen Toluol hinzugefiigt. Im 
Thermostaten wurden sie bei einer Temperatur von 28° C stehengelassen 
und am folgenden Tage kontrolliert. Tabelle VII zeigt die Resultate 
dieser Versuche. 


Tabelle VII. 





Phosphorsaure Nepenthes outramiana 
Salzsaure - " 
Schwefelsaure Nepenthes ventricosa 
Ameisensaure Nepenthes spec. 
Apfelsaure Nepenthes outramiana 
Bernsteinsaure Nepenthes Chelsonii 
Kssigsiaure Nepenthes mixta Mastersiana 
Organische Gallussiure Nepenthes Chelsonii 
Sauren Gerbsaure 4 ‘s 
Milchsaure Nepenthes spec. 
Salicylsaure Nepenthes Chelsonii 
Weinsaure o a 
Citronensaure Nepenthes mixta Mastersiana 


Anorganische | 
Sauren 





Moéglicherweise haben die Sauren, welche einen negativen Erfolg 
geben, das Enzym zerstért. Aus der Tabelle I geht hervor, daB es bei 
den positiv reagierenden Sauren von gréBter Wichtigkeit ist, bis zu 
welchem Grad das py herabgedriickt wird: nur bei py < 4 (eine Aus- 
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nahme ist die Apfelsiure) kann Verdauung stattfinden. Selbstverstand 
lich drangt sich hier die Frage nach der Art der Saéure(n) und nach de: 
Stelle, von der die Pflanze diese abscheidet, auf (AnlaB zur Saure 
sekretion ist also ein Reiz, ausgeiibt von EiweiB enthaltenden Koérpern) 
Bis jetzt ist es uns nicht gelungen, die Art dieser Saéure (Séuren) zu 
bestimmen. Samtliche Versuche, mittels Destillation nach Duclauz (| 
eine fliichtige Saure nachzuweisen, lieferten keinen Erfolg. Ebensowenig 
haben die Kristalle, die durch fraktionierte Mikrosublimation im Vakuum 
in dem von Wagenaar (6) beschriebenen Apparat erhalten wurden, ein 
iiberzeugende Ahnlichkeit mit den Mikrokristallen der reinen Saures 
gezeigt. Auch eine Titrationskurve ergab keinen AufschluB iiber div 
Art der Siure(n). 

Die Sekretion der Saure(n) findet vermutlich in den Driisen statt, 
denn in mikroskopischen Praparaten von lebender Wand aus dem Driisen 
enthaltenden Teil der Kanne konnte mittels eines Universalindikators 
stets eine saure Reaktion nachgewiesen werden!. 


Zusammenfassung. 

Obgleich in der Literatur die Rolle der Bakterien bei der Verdauung 
schon 6fters erwaihnt worden ist, wie auch Stern (5) fiir Sarracenia. 
Darlingtonia und Cephalotus angibt, scheint doch Stern die Méglichkeit 
nicht zu beachten, da& Bakterien, wenigstens zum Teil, an der Verdauung 
in Nepentheskannen beteiligt sind. 

Stern hat seine Praparate durch Zentrifugieren der Sekrete aus 
verschiedenen geéffneten Kannen und Abtrennen der Uberreste erhalte 
Die von ihm erhaltenen Sekrete waren also niemals bakterienfrei und 
jedenfalls nicht frei von Enzymen bakterieller Herkunft. 

Stern hat mit diesen Praparaten zwei Optima der Verdauung 
gefunden: bei py 3,4 und bei px etwa 7; er schlieBt aus diesen Beo! 
achtungen, daB also bei der im Sekret herrschenden Wasserstoffionen- 
konzentration (py etwa 7) die tryptische Proteinase die wesentlich 
wirksame sei. 

Aus unseren Beobachtungen ergibt sich, daB die Verdauung in 
den Nepentheskannen erst bei niedrigem pu (< 4) anfangt, und also 
einer katheptischen Proteinase zugeschrieben werden mubB. 


Aus den mitgeteilten Versuchen kann man folgendes schliefBen: 


1. In der Kanne wird stets Enzym abgesondert, auch in den un- 
geéffneten Kannen befindet sich immer Enzym. Von welchen Zellen- 


' Kine Beschreibung der Driisen in anatomischer Hinsicht findet sic) 
bei Fr. Lloyd (4). 
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oder Geweben es sezerniert wird, ist nicht bekannt. Die Intensitat der 
Abscheidung ist vielleicht abhangig von Temperatur und Licht. 

2. Im Sekret der ungeédffneten und steril gedffneten Kannen wird 
nur das katheptische Enzym angetroffen; daher kann man annehmen, 
daB nur dieses Enzym von der Kannenwand abgeschieden wird. 

3. Im Sekret der offenen Kannen findet auch eine tryptische Wirkung 
statt. In diesen Kannen wurden aber Bakterien angetroffen, die eine 
deutliche tryptische Wirkung zeigen. 


4. Von den Driisenzellen wird nach chemischer Reizung (nicht 
nach mechanischer) eine Saéure sezerniert, die bis jetzt unbekannt 
geblieben ist. Licht und Temperatur spielen aller Wahrscheinlichkeit 
nach eine wichtige Rolle bei der Sauresekretion, wie aus den py-Beob- 
achtungen des Kannensekrets in verschiedenen Jahreszeiten hervorgeht. 


Literatur. 


1) G. u. B. Bertrand-Thomas, Guide pour les manipulations de Chimie 
biologique 1913, 8S. 411. — 2) G@. Clautriau, Rec. Inst. Bot. 5, 89, 1902. - 
3) Lawson- Tait, Nature 12, 251, 1875. — 4) Fr. BE. Lloyd, Pres. Addr. Roy. 
Soe. of Canada 27, Ser. 3, 1933. — 5) K. G@. Stern u. E. Stern, diese Zeitschr. 
252, 81, 1932. — 6) M. Wagenaar, Zeitschr. f. analyt. Chem. 79, 44, 1929. 
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Mit 1 Abbildung im Text. 


In der vorliegenden Arbeit soll untersucht werden, ob zwischen 
der Menge der parenteral eingefiihrten Aminoséuren und der erzeugten 
spezifisch-dynamischen Wirkung (sp. d. W.) direkte Beziehungen_ be- 
stehen. AuBerdem soll die Frage der Stoffwechselwirksamkeit der 
Glutaminsaéure und des Alanins gepriift werden. Die nicht einheitliche 
Versuchstechnik ist der Grund dafiir, daB ein Vergleich der Angaben 
iiber die GréBe der sp. d. W. auf Schwierigkeiten stéBt. Die gefundene 
Gr6éBe der sp. d. W. ist vor allem von der Beobachtungsdauer abhangig. 
Die Umsatzerhéhung fallt prozentual um so mehr ins Gewicht, je kiirze: 
die Beobachtungsdauer ist?. 

Im allgemeinen nimmt man an, da die sp. d. W. dann als ab- 
geklungen anzusehen ist, wenn der vor der Applikation der Amino- 
siiuren beobachtete Grundumsatzwert (GU.) wieder erreicht ist. Hierbei 
ist vorausgesetzt, daB der GU. als solcher konstant ist. Zeigt aber det 
GU, Schwankungen, steigt er z. B. im Laufe einiger Stunden um einige 
Prozente, so wird die Begrenzung der sp. d. W. unsicher. Zu der Frage. 
ob der GU. innerhalb eines Tages regelmaBige Schwankungen aufweist. 
liegen nur wenige Versuche vor®. Kleinere Schwankungen des GU. 
(bis etwa 5°%,) wurden durch die Fehlerbreite der Methodik verdeckt. 
Neben Unvollkommenheiten des Respirationsapparats spielt die Unruhe 
der Versuchstiere eine groBe Rolle. Schon Rubner weist darauf hin. 
daB Schwankungen des GU. bei der Beurteilung des Verlaufs de 
sp. d. W. ins Gewicht fallen kénnen. Er schreibt in dem v. Leydenschen 
Handbuch der Ernahrungstherapie und Diathetik: ,,Durch eine Eiwei)- 
zufuhr steigt die Warmeproduktion, wie man irrtiimlich angibt, nicht 
an; erst wenn reichlich Eiwei8 und mehr als dem Bedarf an verbrenn- 


1 Bornstein u. Holm, Bethe-Bergmanns Handb. 5, 51, 1928. 
2 4. Loewy, Oppenheimers Handb. d. Biochemie 6, 125, 1926. 
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ichen Stoffen entspricht zugeftihrt wird, wachst die Warmeproduktion”. 
Zu dieser Ansicht veranlaBten Rubner seine langfristigen Kasten- 
respirationsversuche. Die Feststellung von Bornstein und Holm, daB 
ein KinfluB der Nahrungszufuhr auf den GU. schon bei viel kleineren 
KiweiBmengen beobachtet werden kann, wenn man nicht Tages-, sondern 
Stunden- oder sogar Minutenversuche macht, bildet also einen Wider- 
spruch zu der Rubnerschen Ansicht. Beide Aussagen kénnen aber dann 
richtig sein, wenn die vermehrte Wairmeproduktion, die in kurzfristigen 
Versuchen schon nach maBiger Zufuhr von Eiwei8 oder Eiwei8bau- 
elementen beobachtet wird, durch eine folgende Umsatzsenkung bis 
unter den Normalwert ausgeglichen wird, so daB sie in langfristigen 
Versuchen nicht zur Geltung kommt. 


Methodik. 


Es war nicht zu erwarten, daf8 innerhalb weniger Minuten ab- 
laufende Schwankungen des GU. vorkommen. Im Laufe jedes Versuchs 
wurden 8 bis 14 je einstiindige Respirationsversuche durchgefiihrt. 
Zwischen den einzelnen Versuchsabschnitten lag eine Pause von etwa 
5 bis 10 Minuten. Zu Vergleichszwecken war es notwendig, die ge- 
wonnenen Werte den Tagesstunden entsprechend kurvenmaBig zu- 
sammenzustellen. Von den hintereinander folgenden Stundenversuchen, 
die zeitlich nicht mit den Tagesstunden zusammenfielen, wurden die 
in der Umsatzkurve aufgezeichneten Mittelwerte gezogen. Wir hielten 
dieses Verfahren fiir berechtigt, da zwischen den einzelnen Stunden- 
versuchen nur Pausen von 5 bis 10 Minuten lagen. 


Kine 8 bis 14 Stunden dauernde Beobachtung des Umsatzes wurde 
durch eine entsprechende Dressur des Versuchstieres erméglicht. 
Wahrend man vielfach die kurzfristigen Versuche bevorzugt, weil 
es nicht gelingt, Hunde langer als 10 bis 15 Minuten ruhig zu halten, 
stellte es sich bei den von uns durchgefiihrten Versuchen heraus, da’ 
Hunde zu vielstiindigem Liegen leichter zu dressieren waren als zu 
kurzfristigem. Bei der Durchfiihrung einer solchen Dressur stieBen wir 
nie auf Schwierigkeiten. Die Tiere lagen auf einem gepolsterten Brett 
und waren durch eine Trachealkaniile mit dem Benedictschen Respira- 
tionsapparat verbunden. Wahrend sie in den ersten Tagen der Dressur 
noch unruhig waren, gewéhnten sie sich im Laufe von etwa 2 Wochen 
daran, bewegungslos liegen zu bleiben. Wir haben z. B. mit einem 
Hund ohne Schwierigkeiten einen 36stiindigen Serienversuch gemacht. 
Ks ist selbstverstandlich, daB man bei solchen langfristigen Versuchen 
dafiir sorgen mu8, da8 der Hund vor dem Versuch Kot entleert und 
die Blase wahrend des Versuchs mehrmals durch Katheterisieren 
geleert wird. Um die Einwirkungen der Temperaturschwankungen der 
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Umgebung auszuschalten, waren die Tiere mit einer Decke bedeckt. 
Wir sorgten dafiir, daB unter der Decke die Temperatur nur wenig 
um 34°C schwankte. 

Die Hunde, die ungefahr das gleiche Kérpergewicht hatten (etwa 
20 kg), wurden mit einer Standardkost, bestehend aus 200g Fleisch, 
200 g gekochtem Reis, 30 g Speck, 5 g Kochsalz und 5 g Knochenmehl, 
ernihrt. Die Versuche begannen immer nach I4stiindigem Hungern 
Die Tiere wurden auBer der Versuchszeit in einem Stoffwechselkafig 
hei Zimmertemperatur untergebracht. Zu den Versuchen dienten 
insgesamt drei Hunde. 

Die Aminoséuren wurden intravenés verabreicht. Die angewandten 
Aminosiuren waren handelsiibliche Praparate (Schering-Kahlbaum). 
Die jeweilige Dosis wurde in 40 bis 70 cem Wasser von 37 bis 40°C 
aufgelést und warm in die V. saphena eingefiihrt. Die Glutaminsaure 
wurde mit einer entsprechenden Menge Natriumbicarbonat in Lésung 
gebracht. 

Versuchsergebnisse. 

Aus der Verfolgung des Ruheumsatzes iiber viele Stunden ergab 
sich, da der GU. Schwankungen unterworfen ist, die individuell 
verschieden sind. Meist wurde im Laufe des Tages eine allmahliche, 
10 bis 14 Stunden dauernde Zunahme des Umsatzes beobachtet 
(Kurve 1 und 2). Die Zunahme betrug nach dem ersten Stundenwert 
berechnet 2 bis 5%. In anderen Fallen stieg der GU. schnell waihrend 
einiger Stunden an, dann folgte eine deutliche Senkung (Kurve 3). 
Nur selten wurden innerhalb der 10- bis 14stiindigen Beobachtungszeit 
zwei bis drei wellenférmige Schwankungen des GU. beobachtet (Kurve 4). 
Die Kurve der Rektaltemperatur zeigt stets den gleichen Verlauf wie 
der GU. Ein steiler Temperatur- bzw. Umsatzanstieg ist immer von 
schiittelfrostéhnlichem Muskelzittern begleitet. Die vor dem Kintritt 
des Muskelzitterns gemessene Rektaltemperatur zeigt, daB eine Ab- 
kiihlung bzw. dadurch ausgeléste chemische Warmeregulation als 
Ursache des Muskelzitterns nicht in Frage kommt. 

Den in Kurve 3 gezeigten Verlauf des GU. beobachteten wir bei 
einem Hund im Friihling. Der GU. ist wahrend dieser Zeit allgemein 
erhéht. Vielleicht hangt der Umsatzverlauf damit zusammen, da das 
weibliche Tier sich in der Brunstperiode befand. Daf der GU. bei 
Hunden im Friihling erhéht ist, fanden auch Maignon und Painvin'. 

Der Typ des normalen Umsatzverlaufs ist bei dem gleichen Tier 
langere Zeit hindurch, manchmal monatelang, konstant. Es ist daher 
herechtigt, zwischen den normalen Tagen, Tage mit sp. d. W. ein- 


' Ann. de Physiol. 4, 710, 1928. 
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zuschieben, um den Umsatzverlauf miteinander vergleichen zu kénnen. 
In den folgenden Kurven ist der normale Umsatz punktiert, der Umsatz 
nach Zufuhr von Aminosiure mit ausgezogenen Linien dariiber ge- 
zeichnet. Die Ausgangswerte vor der Aminosaéurezufuhr sind in den 
Kurven ebenfalls mit ausgezogenen Linien eingetragen. Die Steigerung 
des GU. nach Aminoséurezufuhr geht in auffallender Weise dem 
normalen Verlauf des GU. bei dem betreffenden Tier parallel. Zeigt 
der GU. normalerweise einen leichten, allmahlichen Anstieg, so ist die 
Umsatzerhéhung nach Aminosaurezufuhr gering. Dem _ geringen 
Anstieg folgt eine langsame, sich auf mehrere Stunden erstreckende 
Abnahme (Kurve 5 und 6). Weicht aber der GU.-Verlauf mit gréBeren 
Schwankungen von dem Grundtyp ab, so weist die sp. d. W. ebenfalls 
gréBere Schwankungen auf und ist im ganzen gréBer (Kurve 7, 8, 
9, 10, 11). Der Zunahme der Warmeproduktion nach Aminoséurezufuhr 
folgt eine Abnahme der Warmebildung bis unter den normalen Tages- 
wert. Dann erst tritt wieder der normale Umsatzverlauf ein, der in 
einem Wiederanstieg zum Ausdruck kommt. Dies ist die Erklarung 
fiir die erwahnten Befunde Rubners in seinen langdauernden Kasten- 
versuchen, 

Die Art der eingespritzten Aminosdure scheint auf das Ausmai 
und den Verlauf der sp. d. W. ohne Einflu8 zu sein. Ebenso tritt nach 
Steigerung der Aminoséuredosis auf das Doppelte keine weitere Zu- 
nahme der sp. d. W. ein. Man gewinnt den Eindruck, daB das Ausma 
und der Verlauf der sp. d. W. weniger von der Art und Menge der ein- 
gefiihrten Aminoséure abhaingig sind als von der Fiahigkeit des 
Organismus, auf die Aminoséurezufuhr mit Erregungserscheinungen, 
zu denen auch Umsatz- und Temperaturerhéhung gehéren, zu reagieren. 


Dem Verlauf des Umsatzes nach Zufuhr von Glykokoll, Alanin 
und auch von Natriumacetat entspricht der Verlauf der Kérper- 
temperatur. Ist die Steigerung des Umsatzes bzw. der Kérpertemperatur 
hochgradig, so werden sie von einem schiittelfrostahnlichen Muskel- 
zittern begleitet. Das Muskelzittern 1é8t sich durch kiinstliche Er- 
warmung des Tieres nicht ausschalten. Reagiert der Organismus auf 
Aminoséurezufuhr nur mit leichter Umsatz- bzw. Kérpertemperatur- 
erhéhung, so ist kein Muskelzittern zu beobachten. In einigen Fallen 
wurde beobachtet, daB der Verlauf der sp. d. W. zwar im Prinzip dem 
Verlauf des normalen Umsatzes entspricht, das Grundniveau des 
Umsatzes jedoch mehr oder weniger tiber das Normale hinaus erhéht 
war (Kurve 17). 

Wahrend sich Umsatz- und Kérpertemperatur nach Zufuhr von 
Glykokoll und Alanin gleichsinnig andern, trat nach Zufuhr von Glut- 
aminsadure eine merkwiirdige Inkongruenz zwischen den beiden Funk- 
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tionen auf. Nach Glutaminsaurezufuhr sinkt die Korpertemperatur. 
Trotzdem starkes Muskelzittern auftritt, gelingt es nicht, die Koérper- 
temperatur aufrecht zu erhalten (Kurve 12 und 13). Die Messung des 
Umsatzes nach Glutaminsdiurezufuhr ergibt in einigen Fallen eine 
Umsatzerhéhung mit typischem Verlauf, in anderen Fallen dagegen 
zeigt der Umsatz nach Glutaminséurezufuhr einen geradlinigen Verlauf. 
Die etwa einstiindige geringfiigige Umsatzerhéhung in Kurve 12 ist 
auf Unruhe des Versuchstieres (Erbrechen) zuriickzufiihren. Dieser 
Befund stimmt mit den literarischen Angaben iiberein: wahrend Lusk! 
nach Zufuhr von Glutaminséiure keine sp. d. W. fand, berichten iiber 
ihre Stoffwechselwirksamkeit u. a. Grafe?, Rapport, David und Beard*, 
ferner Lundsgaard*. Da die Glutaminsaure, um sie in Lésung zu bringen, 
mit Bicarbonat versetzt werden mu8, war die Lésung (etwa 50 ccm) 
bei Zufuhr von etwa 10 bis 20g Glutaminsaéure recht konzentriert. 
Es war wichtig zu entscheiden, ob die beobachteten Erscheinungen 
nicht der hochkonzentrierten Salzlésung zuzuschreiben sind. Die 
Zufuhr einer gleichkonzentrierten Natriumacetatlésung rief jedoch 
die gleichen Anderungen wie Glykokoll oder Alanin hervor (Kurve 14 
und 15). Demnach hat die Glutaminsaure eine spezifische temperatur- 
senkende Wirkung. Ob sie die Fahigkeit hat eine sp. d. W. auszulésen, 
ist auf Grund der Versuche zweifelhaft. Der Versuch mit Natrium- 
acetat entscheidet diese Frage nicht, da dieses eine Temperaturerhéhung 
verursacht°. 

Die Kurven 16, 17 und 18 zeigen drei Versuche nach intravendéser 
Zufuhr von 10 g Alanin, und zwar Kurve 16 wahrend einer Schwanger- 
schaft, die Kurven 17 und 18 bei dem gleichen Hund nach der Schwanger- 
schaft. Wir sehen, da8 Alanin in allen Fallen eine sp. d. W. auszulésen 
vermochte ®. 

Die Tabelle dient zur Priifung, ob eine Beziehung zwischen Art 
und Menge der eingefiihrten Aminosiure und der erzielten sp. d. W. 
besteht. Bei der Zusammenstellung der Werte in den Spalten 5 und 6 
haben wir nur die Warmebildung wahrend der Dauer der Umsatz- 
erhéhung beriicksichtigt. Als Vergleich nahmen wir in der Spalte 5 
die normalen Umsatzwerte von den entsprechenden Tagesstunden, in 
der Spalte 6 dagegen den direkt vor der Aminoséurezufuhr gemessenen 
Umsatzwert. Das in Spalte 5 angewandte Verfahren entspricht der 
Luskschen, in der Spalte 6 der allgemein iiblichen Methode zur Be- 


1 G. Lusk, The Science of Nutrition 1928. — ? FE. Grafe, Deutsch. Arch. 
f. klin. Med. 118, 1, 1915. — * Rapport, David u. Beard, J. of biol. Chem. 
80, 413. 1928. — * Lundsgaard, Skand. Arch. Physiol. 62, 243, 1931. — 
5 Uber die sp. d. W. des Natriumacetats wird in einer folgenden Arbeit 
ausfiihrlich berichtet. — ® Mulert, Pfliigers Arch. 221, 599, 1929. 
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1 2 ih ee 5 ( 
= | & | 1. Sp.d.W.fiirdieDauer II. Sp.d. W. fiir di 
£ | 3.5 | des erhihten Umsatzes Dauer des erhihte: 
So | $é auf Grund des ent- Umsatzes auf Grund 
~ 0 | 4 § | sprechenden normalen des Ausgangswertes 
eS ° FS Wertes berechnet berechnet 
Tier Art und Menge der BE 4 S 2 s L s 
eingespritzten Aminosiéure pa = N@ = 8 ws & = S 
bo 8432) ds | & | ae | gs | 
esige ise |e? |S | gf) es 
= 33 = ¢ 7 217% : 
= = gs 5 — 6 
Nr Cal Std Cal. Cal Cal. Cal. Cal a 
| 
1 2,5¢g Glykokoll . 7,8 5 139 | 135 4 139 134 5 
1 5 g i 15,6 5 145 | 135 10 | 145 134 11 
2 5 ¢g A 15,6 + 120 109 11 120 113 7 
3 5 ¢g 15,6 5 157s: 142 15 | 157 | 137 20 
1 10 g 311 6 169 162 7) 169 161° & 
1 10 g 31,1 8 106 96 10 | 106 94 12 
2 10 ¢g i 31,1 3 101 90 11 101 88 13 
2 10 ¢g * 31,1 6 197 164 33 197 169 28 
2 10 g 31,1 5 154 137 17 | 154 141 13 
1 20 g - Peps ee 4 158 135 23 | 158 134 24 
1 20 ¢g is > ea 5 164 143 21 | 164 141 23 
2 20 ¢ ‘ se oe 3 99 90 9 | 99 83 16 
1 5 ¢ Alek ee 3 83 81 2 838 80 3 
3 ae aoe cy 8S ee 3 147 | 121 26 || 147 124 23 
3 Se oe 43,7 8 270 | 251 19 | 270 |} 238 | 32 
3 te: See pe PE 6 196 203 —7 | 196 188 8 
3 5 g Glutaminsaure . 18,5 5 151 | 141 10 | 151 146 5 
1 10 ¢g * . 86,9 5 157 135 22 || 157 134 23 
1 10 ¢g . . 86,9 4 124 114 10 | 124 113 1] 
2 10 g is . | 869 | 4 129 109 20 | 129 111 18 
2 10 ¢g és . 86,9 5 165°) 137 28 | 165 | 142 23 
1 We : ||788 | 1 36 | 34 2 36) 88/| 3 
1 10 g Natriumacetat* 34,9 4 119 | 114 5 | 119 | 110 9 
2 10 ¢g 34,9* 5 161 137 24° «161 140 21 


* Brennwert der Essigsiure. 


rechnung der sp. d. W. Spalte 7 zeigt, wieviel Prozent der in Form von 
Aminosaure eingefiihrten Energie (Spalte 3) als sp. d. W.. gefunden 
wurde!, Auf Grund der Theorie, da die sp.d.W. von der Extra- 
arbeit stamme, die bei intermediiren Stoffumwandlungen geleistet 
wird*, miiBte die Zahl der gebildeten Extrakalorien bei Steigerung der 
eingefiihrten Aminosaiuredosis zunehmen und der prozentuale Anteil 
konstant bleiben. Dies ist jedoch nicht der Fall. Eine GesetzmaBigkeit 
laBt sich in keiner Beziehung feststellen. 


1 Die Brennwerte der Aminosaéuren sind aus der unten zitierten Arbeit 
> 


von Geelmuyden entnommen. — ? Geelmuyden, Ergebn. d. Physiol. 24, 
1, 1925. : 
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Brennwert der Ausmai der Steigerung 





: Ausmafs der Steigerung Aes Umsatzes 
4 cnet des normalen GU. nach Aminosiurezufuhr 
auf Grund 
rf Tmsatz sie E % Umsatz ot = 
I I : Pe na is & S ¢ Pat amd Ee js & 
spe F g Ses Z 
< ~ =e & = ~ & oe 
0 9 Cal./Std. Cal. Cal Cal Cal./Std. Cal. Cal Cal. 
51 64 26,8 274 268 6 26,1 219 209 10 
64 71 26,8 247 241 6 27,2 173 163 10 
71 45 29,8 123 119 + 28,9 120 116 4+ 
96 128 27,5 175 193 18 29,4 157 147 10 
26 26 26,8 274 268 6 25,8 248 232 16 
32 39 30,7 199 184 15 31,9 203 191 12 
37 42 29,0 183 174 9 28,5 129 114 15 
106 90 27,2 234 218 16 29,2 226 204 22 
55 42 27,2 234 218 16 28,4 182 170 12 
37 39 32,9 352 329 23 32,3 356 323 29 
34 37 28,0 232 224 8 31,0 164 155 9 
14 26 29,0 183 174 9 30,2 129 121 8 
10 14 26,8 274 2638 6 26,0 215 208 7 
60 53 39,6 333 317 16 39,7 228 199 29 
43 73 =| «30,0 187 180 7 33,2 270 266 4 
— 32,2 203 193 10 31,3 228 219 9 
54 27 27,5 85 82 3 29.4 151 147 4 
60 62 -- _ -- — -- — —_ 
27 30 28,0 232 224 8 29,9 124 120 4 
54 49 28,2 151 141 10 30,0 99 90 9 
76 62 26.8 261 241 20 30,0 165 150 15 
0 0 — — aa — — — — -- 
14 26 28,0 232 224 8 28,$ 148 145 3 
69 60 26,8 261 241 20 27.8 274 250 24 
Mittel: 11.4 12,1 


In den Spalten 8 und 9 ist das AusmaB der normalen Umsatz- 
erhéhung im Laufe des Tages und dasselbe nach Aminoséurezufuhr 
verglichen. Aus beiden Kurven wurde der Abstand vom niedrigsten 
bis zum maximalen Wert beriicksichtigt. Die niedrigsten Werte wurden 
in beiden Fallen als Ausgangswerte gewahlt und das AusmaB der Umsatz- 
erhéhung der Zeitdauer entsprechend berechnet. Nur in zwei Versuchen 
(nach Zufuhr von 10 g Alanin wahrend der Schwangerschaft und nach 
Zufuhr von 20 g Glutaminséure, Kurven 12 und 16) gelang es, wegen 
des atypischen Verlaufs nicht, einen Vergleich zwischen dem normalen 
Umsatz und sp. d. W. vorzunehmen. Die Werte zeigen, daB sich nach 
dieser Darstellung eine Parallelitét zwischen dem Ma der normalen 
Umsatzsteigerung und der sp. d. W. feststellen ]4Bt. Bei Zunahme 











des AusmaB es der normalen Umsatzerhéhung steigt auch die sp. d. W. 
Art und Menge der eingefiihrten Aminosadure (oder Natriumacetat) ist 
ohne Einflu8; zieht man aus allen Versuchen Mittelwerte, so stimmen 
sie bis auf 6%, tberein. 


Zusammenfassung. 

Der Verlauf des GU. ist, bei ruhig liegenden Hunden 8 bis 14 Stunden 
hindurch verfolgt, Schwankungen unterworfen. In keinem Falle wurde 
ein geradliniger Verlauf des GU. beobachtet. 

Das AusmaB der sp. d. W. ist von der Art und Menge der parenteral 
(intravenés) eingefiihrten Aminoséure unabhangig. Es _ entspricht 
vielmehr dem Ausmaf der normalen Umsatzsteigerung im Laufe des 
Tages. Es wird der Schlu8 gezogen, daB die sp. d. W. von der Fahigkeit 
des Organismus, auf die Aminoséurezufuhr mit Erregungserscheinungen 
zu reagieren, abhangig ist. Die Glutaminsdure ruft eine Temperatur- 
senkung hervor. Nach Glutaminséurezufuhr wurde nicht immer eine 
sp. d. W. beobachtet. Alanin vermochte den Umsatz in allen Versuchen 
zu steigern. 
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Uber die Cerase der Wachsmottenraupen. 
Von 
H. Kraut, H. Burger und W. vy. Pantschenko-Jurewiez. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Arbeitsphysiologie, Dortmund- 
Miinster.) 


(Eingegangen am 10. Februar 1934.) 


Die Raupen von Galleria mellonella haben seit langem durch ihre 
eigenartige Lebensweise! die Aufmerksamkeit der Forscher erregt. 
Sie verzehren das fiir andere Lebewesen unverdauliche Wachs der 
Bienenwaben und richten dadurch in den Bienenstécken groBen Schaden 
an. Ihren Eiwei8bedarf decken die Raupen aus den in alten Waben 
befindlichen stickstoffhaltigen Resten, besonders den Hiillen der Bienen- 
larven. Ihre Hauptnahrung bildet tatsachlich das Wachs, ohne das die 
Wachsmottenraupen nicht gedeihen kénnen. Aber die wiederholt 
geiuBerte Meinung, daB die Raupen allein mit stickstoffreiem Wachs 
aufgezogen werden kénnen, wurde von Sieber und Metalnikow widerlegt. 
Sie fanden, daB sich die Raupen bei Stickstoffmangel in der Nahrung 
gegenseitig auffressen, so daB die Uberlebenden auf Kosten des Stick- 
stoffvorrats ihrer schwacheren Artgenossen ihr Leben fristen. 


Es ist nun eine interessante enzymchemische Frage, auf welche 
Weise die Ausnutzung des Wachses gelingt. Besitzen die Galleriaraupchen 
ein besonderes wachsspaltendes Enzym, eine Cerase, in ihrem Ver- 
dauungsapparat, oder werden durch besondere Begleitstoffe die normalen 
lipolytischen Enzyme zum Angriff auf das Myricylpalmitat befahigt / 
Kine dritte Méglichkeit bestiinde darin, daB der ungespaltene Ester 
von anderen Stellen seines Molekiils aus abgebaut wird. 

Um die Spaltung von Wachs durch eine Cerase feststellen zu 
kénnen, bedient man sich am besten der titrimetrischen Bestimmung 
der bei der Spaltung in Freiheit gesetzten Carboxylgruppen. Diese 
Methode hat aber die Ausschaltung oder Beriicksichtigung aller anderen 
siurebildenden Vorgange zur Voraussetzung. V. Pertzoff* lieB in einer 
Untersuchung iiber die Lipase der Raupen von Galleria mellonella 
Extrakte aus den Raupen bei px 8,2 auf Wachsemulsion einwirken 
und bestimmte als Maf der Wachsspaltung den Saurezuwachs durch 
Titration in alkoholischer Lésung. Um die durch die alkalische Reaktion 
allein bewirkte Spaltung zu erkennen, erhitzte Pertzoff einen Teil jedes 


1 N. Sieber u. S. Metalnikow, Pfliigers Arch. 102, 269, 1904. — ? C.r. 
Acad. Se. 187, 253, 1928. 
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Ansatzes auf 100°, so da die Enzyme zerstért wurden, und bestimmte 
die Saurebildung im ungekochten und im erhitzten Teil!. Die Differenz 
beider Werte betrachtete er als Wirkung des wachsspaltenden Enzyms 
und fand tatsachlich einen gréBeren Séurezuwachs in den enzymatisch 
noch wirksamen Ansatzen. Auer der lipolytischen Wirkung findet 
aber in den ungekochten Ansaétzen noch eine Saurebildung statt, dic 
iiberhaupt nichts mit der Wachsspaltung zu tun hat, sondern auf dic 
enzymatischen Abbauprozesse glykolytischer und proteolytischer Natu: 
in den Raupenextrakten zuriickgeht. Sie hat in unseren Versuchen 
schon nach 24 Stunden Betrage erreicht, die bis zu 10°, der méglichen 
Wachsspaltung entsprechen. Bei der Pertzoffschen Versuchsanordnung 
bleibt diese Séurebildung unberiicksichtigt. SchlieBlich ist noch mit 
einer weiteren Art von Séurebildung zu rechnen, die auf der Lebens- 
tatigkeit von Bakterien in insterilen Versuchsansétzen beruht. 


Um daher die Spaltung von Wachs durch eine Cerase festzustellen, 
sind drei parallele Ansitze notwendig. Man mu8 die Spaltung der 
Wachsemulsion durch die alkalische Reaktion der Lésung selbst ver- 
folgen. In einem zweiten Ansatz mu8B bei demselben px die autolytische 
Saurebildung in der zu verwendenden Enzymlésung festgestellt werden. 
In dem dritten Ansatz erst sind Wachsemulsion und Enzymlésung 
vereinigt. Alle Ansatze miissen vollig steril gehalten werden. Als 
Wirkung einer Cerase kann nur derjenige Saéurezuwachs angesehen 
werden, der im dritten Ansatz iiber die Summe der Séurebildung des 
ersten und des zweiten Ansatzes hinausgeht. Diese Anordnung gibt 
ein iibersichtliches Bild iiber den Verlauf aller ausschlaggebenden 
Prozesse, die sich wihrend der Versuche abwickeln. Wachsspaltungen., 
die auf die Wirkung einer Cerase zuriickzufiihren waren, konnten wit 
weder mit Glycerinextrakten aus frisch getéteten Wachsmottenraupen. 
noch ‘mit solchen aus Trockenpulvern, die mit Aceton und Ather dar- 
gestellt waren, beobachten, auch nicht mit Praparaten, die genau nach 
den Angaben von Pertzoff gewonnen waren. Daraus geht hervor, dali 
die in der Literatur beschriebenen Wachsspaltungen durch Extrakte 
aus Wachsmottenraupen durch die Unvollstandigkeit der angewandten 
Methoden vorgetaéuscht waren. 


Unsere Extrakte aus den Raupen von Galleria mellonella waren 
alle von groBer Wirksamkeit gegeniiber Tributyrin oder Methylbutyrat. 
sie waren also reich an Lipase. Hieraus kann man den Schlu8 ziehen. 
da8 entweder der extrahierten Lipase ein nach dem angewandte1 
Verfahren nicht extrahierbarer Aktivator fehlt, dessen Gegenwart 


! In einem Teil der Versuche hemmte Pertzof/f die Fermentwirkung in 
Vergleichsansatz durch Zusatz von absolutem Alkohol. 
Z 
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ir erst eine cerolytische Wirksamkeit verleihen wiirde, oder daB diese 
Lipase tiberhaupt keine Cerase ist. Das Fehlen einer Cerase in den 
Wachsmottenraupen la8t sich aber aus dem Fehlen der Wachsspaltung 
in den Extrakten nicht beweisen. Es ist durchaus mdéglich, daB die 
Wachsmottenraupen eine zu den Desmoenzymen! gehérende Cerase 
besitzen, die infolge ihrer chemischen Bindung an unlésliche Proto- 
plasmabestandteile nicht in Lésung iibergefiihrt werden kann. Um 
eine derartige Desmocerase nachzuweisen, miiBte man die Wachs- 
spaltung nicht mit den geklarten Extrakten, sondern mit den zerriebenen 
téupchen selbst versuchen. Leider sind derartige Versuche vorlaufig 
nicht auszufiihren. In dem dunkel gefarbten Organbrei laBt sich der 
Umschlag bei der Titration der gebildeten Fettsiuren nicht mit ge- 
niigender Sicherheit erkennen, und au8erdem kann man den Organbrei 
nicht ohne Zerstérung der Enzyme sterilisieren. 


Experimenteller Teil. 


Zur Gewinnung der Enzymlésungen wurden ausgewachsene, ungefahr 
3 Wochen alte Raupen von 0,10 bis 0,15 g Gewicht verwendet, und daraus 
fiir die meisten Versuche Trockenpulver nach dem iiblichen Verfahren mit 
Aceton und Avher hergestellt. Diese wurden mit der zehnfachen Menge 
Glycerin-Wasser (1: 1) ither Nacht extrahiert, darauf scharf abzentrifugiert. 
In leem fanden wir 2 bis 5 Butyraseeinheiten, die sich im Verlauf von 
einigen Monaten nicht merklich verminderten. Da V. Pertzoff bei den 
meisten seiner Versuche nicht mit wasserigem Glycerin, sondern mit Koch- 
salzlésung extrahiert hatte, stellten wir einige Proben auch nach diesem 
Extraktionsverfahren her, und zwar sowohl mit 4 als auch mit 24stiindiger 
Extraktionsdauer. 


Die Ausbeute an tributyrinspaltendem Enzym. die wir als ein all- 
gemeines MaB8 fiir die lipolytische Wirksamkeit der Extrakte bestimmten, 
ist bei der Herstellung von Aceton-Athertrockenpulvern nicht sehr gut. 
Man erhalt wesentlich wirksamere Praparate durch zweitigige Autolyse 
der mit Quarzsand zerriebenen und mit Glycerin-Wasser iiber Nacht 
extrahierten Raupen. Bei langerer Autolyse nimmt der Lipasegehalt 
wieder ab. Die rasche Zunahme des Lipasegehalts bei der Autolyse steht 
vielleicht mit dem auBerordentlich schnellen Zerfall der gestorbenen Raupen 
in Zusammenhang. In etwa 2 Stunden verwandeln sie sich in eine schwarze 
Fliissigkeit, in der nur die éuBeren Hiillen intakt bleiben. 


Die Lipasen teilt man bekanntlich nach ihrer spezifischen Wirksam- 
keit in zwei Gruppen ein, in die eigentlichen Lipasen, die bevorzugt 
Fette, also Glycerinester spalten, wie z. B. die Pankreaslipase, und in 
die Esterasen, die bevorzugt einfache Ester spalten, und deren typischer 
Vertreter die Leberlipase ist. Die Zuordnung zu diesen Gruppen kann 
man nach dem Verhaltnis der Tributyrinspaltung zur Methylbutyrat- 


1 R. Willstdtter u. M. Rohdewald, Zeitschr. f. physiol. Chem. 209, 
38, 1932. 





208 H. Kraut, H. Burger u. W. v. Pantschenko-Jurewicz: 


spaltung, ausgedriickt durch das Verhaltnis BE.: EE.1, vornehmen 
Dies ist bei Schweinepankreaslipase 1000, bei der Esterase aus Schweine 
leber dagegen nur 4 bis 6. Wir haben nun in einer besonderen Prob: 
die Wirksamkeit der Wachsmottenextrakte gegen Methylbutyrat und 
Tributyrin verglichen. 1 ccm enthielt danach 0,13 EE., wahrend dic 
Tributyrinspaltung 4,3 BE. ergab. Aus dem Verhialtnis BE. : EE. = 34 
kann man schlieBen, daB dieser Extrakt immerhin eine starke este: 
spaltende Wirkung besitzt, wie sie fiir eine Wachsspaltung erforder- 
lich wire. 


Um _ bakterielle Stérungen bei den Versuchen zur Wachsspaltung 
auszuschlieBen, miissen alle Enzymlésungen nach der Darstellung sterilisiert 
werden. Sterilisationsmittel hielten wir nicht fiir anwendbar, da sie unte: 
Umstanden die Wachsspaltung beeintrachtigen. So fanden wir z. B., daf 
Thymol und das auch von Pertzoff verwendete Toluol das Tributyrin- 
spaltungsvermégen der Wachsmottenextrakte wesentlich herabsetzen. Wit 
filtrierten daher die Enzymlésungen durch Membranfilter»mittel« der 
Membranfilter-G. m. b. H., G6ttingen, wodurch keine wesentliche Ve1 
minderung der Raupenlipase eintrat. AuBerdem muBten natiirlich saimtliche 
GefaBe und Zusatze durch Erhitzen sterilisiert werden. Am SchluB jeden 
Versuchs kontrollierten wir unter dem Mikroskop die Abwesenheit von 
Bakterien. 


Um die Wachsspaltung zu priifen, mu das unldésliche Substrat in eine 
méglichst feine Verteilung gebracht werden. Dazu erhitzen wir 2 g Wachs 
auf dem Wasserbad mit 200 cem Wasser, die 4 ccm n/10 Natronlauge ent- 
halten, so lange, bis das Wachs geschmolzen ist. Dann evakuieren wir mit 
der Wasserstrahlpumpe bis zum beginnenden Sieden, verschlieBen die 
evakuierte Flasche, schiitteln kraftig 10 Minuten lang und kiihlen méglichst 
rasch mit flieBendem Wasser ab. Dann geben wir 2 ccm n/10 Natronlauge 
zu, erwaérmen nochmals kurz auf dem Wasserbad und wiederholen das 
Evakuieren, Schiitteln und Abkiihlen. Auf diese Weise erhalt man ver 
haltnisméBig sehr konzentrierte und stabile Emulsionen, die unter dem 
Mikroskop ein durchaus einheitliches Bild geben. Die GréBe der Teilchen 
variiert nur ungefahr im Verhiltnis 1: 5. Auch ist die Abnahme der Teilchen- 
gr6Be bei dem zweiten Schiitteln deutlich zu erkennen. Natiirlich miissen 
auch zur Herstellung der Wachsemulsionen alle Reagenzien und Gefafe 
vorher durch Erhitzen sterilisiert werden. Bei der Titration der gebildeten 
Fettséuren ist es besser, statt des Zusatzes von Alkohol den eines Gemisches 
von Alkohol und Ather (3: 2) zu verwenden und zwar 100 ccm auf 50 ccm 
des Ansatzes. Wir geben dazu eine abgemessene Menge (2 bis 3 ccm) n/10 
Schwefelséiure, um alle Fettséuren aus ihren Salzen in Freiheit zu setzen 
und atherléslich zu machen. Als Indikator bewaéhrte sich am besten das 
auch von V. Pertzoff angewandte Bromthymolblau. Die Genauigkeit de! 
Titration mit n/10 alkoholischer Kalilauge betrug in den eiweiBhaltigen 


1 Siehe R. Willstdtter u. F. R. Memmen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 12%, 
1, 1923; 138, 229, 1924, iiber die Enzymeinheiten; 188, 216, 1924, iiber das 
Verhaltnis der Spaltungsgeschwindigkeiten. Die Einheit der Methy!- 
butyratspaltung nennen wir Esteraseeinheit EE., an Stelle von Lj-E. be: 
Willstatter und Memmen. 
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Organextrakten + 0,05 cem. Eine besondere Fehlerquelle ist die Absorption 
von Kohlenséure. Wir bewahren daher alle Spaltungsansatze nur in dicht 
verschlossenen GefiBen auf und vermeiden auch wahrend der Titration 
orgfaltig jedes iiberfliissige Offenstehen der GefiBe. Schon ein unvor- 
.ichtiges Einhauchen kann das Ergebnis der Titration merktich falschen. 

Wir beschreiben im folgenden drei charakteristische Spaltungs- 
versuche. 

Darstellung der Enzymlésungen. 

Versuch | (entsprechend den Pertzoffschen Angaben): 38g Raupen 
wurden mit Quarzsand unter Zugabe von Aceton fein zerrieben und zweimal 
mit 300 cem Aceton ausgezogen. Das abzentrifugierte Pulver stand tiber 
Nacht im evakuierten Exsikkator. Darauf wurde es mit 200 ccm n-Koch- 
salzlésung 24 Stunden extrahiert, abzentrifugiert, die Lésung filtriert und 
zur Sterilisation ultrafiltriert. 1 ccm enthielt 10 BE. 

Versuch 2: Darstellung wie im Versuch 1, aber nur 3,9 BE. in 1 ccm. 

Versuch 3: 23 g Raupen wurden mit Ather betaéubt und mit Sand und 
etwas Glycerinwasser zerrieben, dann mit 100 cem Glycerinwasser_tiber 
Nacht aufbewahrt. Wir verdiinnten mit 400 cem Wasser und lieBen bei 
Zimmertemperatur zur Autolyse 47 Stunden stehen. 1 cem enthielt danach 
7.4 BE. Nach der Ultrafiltration wurde die Lésung zur Stabilisierung mit 
der gleichen Menge Glycerin versetzt. Bei der Verwendung enthielt 1 cem 
noch 2 BE. 

Fiir jeden Spaltungsversuch wurden drei Ansaétze gemacht. 

1. 200 cem Wachsemulsion mit n/10 Natronlauge auf das gewiinschte 
pu gebracht und auf 220 ccm aufgefiillt. 

2. 20cem Wachsmottenextrakt mit Natronlauge und Wasser auf 
dasselbe pu und 220cem gebracht. 

3. 200cem Wachsemulsion und 20cem Wachsmottenextrakt auf 
dasselbe px gebracht. 

Die Zahlen der folgenden Tabelle geben den Verbrauch an n/10 Kali- 
lauge bei der Titration von 50 ccm der Ansatze wieder. Die in Klammern 
beigefiigten Zahlen stammen von Parallelversuchen und zeigen die 
Genauigkeit der Bestimmungsmethode. In allen Werten ist auch noch 
der Laugenverbrauch der zur Titration zugesetzten Schwefelséure und 
der Alkohol-Athermischung enthalten. Er betrug z. B. im Versuch 1 
2.53 cem. 

Im ersten Versuch liegt die Differenz des Saurezuwachses der 
Wachsemulsion + Enzymlésung gegeniiber der Summe der beiden 
anderen Ansatze mit 0,18 ccm gerade iiber, im Parallelversuch mit 
0,09 cem weit unter der Fehlergrenze der Titration. Auch wiirde diese 
Spaltung auf Grund der Verseifungszahl des verwendeten Wachses nur 
2°, der gesamten méglichen Wachsspaltung ausmachen. 

Beim zweiten Versuch war der Saéurezuwachs im dritten Ansatz 
sogar geringer als es der Summe von 1 und 2 entspricht. 

Es ist bemerkenswert, daB im dritten Beispiel die Enzymlésung 
iberhaupt keinen Séurezuwachs aufwies. Wahrend der Autolyse waren 
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Tabelle. 


Spaltungsversuche. 





Wachs- ae ae Wachsemulsion 
emulsion Enzymlisung + Enzymlisung 


Versuchs- | 
dauer - i RANTS ER vee i, 
Std. verbrauchte ccm n/10 Kalilauge 


Bemerkungen 


Versuch 1. 


0 2,64 (2,63)! 3,52 (3,50) 8,65 (3,54) Pu 81; 38° 4,2 


} in leemW+ E 
24 2,64 (2.65)! 4,23 (4,25) 4,45 (4,40) 1,1 BE. in 1 eem W + § 
Differenz: (0,02) (0,75) | + 0,89 (0,86) ~ 3,1 BE. 


Versuch 2. 


0 97 (1,98) : (2,82) 2% pu 9,0; 37% sind 
24 03 (2,00) 92 (2,88) * || 85 BE, im Ansatz. 

48 (—) 5 (2,95) zeug 
96 (2,98) ft; 9 vn ied 
Diff. nach siert 
96 Std.: (—) | + 0,16 (0,16) | +0,12 (0,11) eves 
Versuch 3. Rich 
0 2,86 2,60 3,08 Pu 7,0; 30°. die 1 
18 2,88 2,60 3,09 40 BE. im Ansatz wese 

66 2,91 2,60 3,17 kis 
90 2,97 2.58 3.19 orp 
amo! 


Diff. nach | ‘ 
90 Std.: + 0,11 — 0,02 + O11 zur 
Amir 


also die siurebildenden Abbauprozesse im Extrakt selbst schon zum stark 
Abschlu8 gekommen. Der Saéurezuwachs des Gemisches entsprach wir d 
vollstandig dem der Wachsemulsion. Natiirlich besteht hier die Méglich- von | 
keit, daB eine urspriinglich vorhandene Cerase wahrend der Autolyse 
unwirksam geworden ist ; sie miiBte aber dann von der noch vorhandenen pare 
Lipase verschieden sein. hydri 
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Zur Kenntnis der Kyrine. 


Von 
W. Grassmann und Q. Lang. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der 
Wissenschaften in Miinchen.) 


(Eingegangen am 15. Januar 1934.) 


Theoretischer Teil. 


Fir die Kenntnis der Aminoséurenanordnung in den EiweiBkérpern 
sind wesentliche und einigermaBen sichere Ergebnisse unserer Uber- 
zeugung nach zunachst nur aus der Untersuchung charakteristischer 
niedermolekularer Abbauprodukte zu erwarten. Die bisher in kristalli- 
sierter Form isolierten, vielfach verhaltnismaBig einfach zusammen- 
gesetzten Di- und Polypeptide haben aber fast ausnahmslos nach dieser 
tichtung nur geringe Bedeutung erlangt, hauptsachlich deswegen, weil 
die meisten von ihnen in so geringer Ausbeute gewonnen wurden, daB 
wesentliche Riickschliisse auf die Anordnung im urspriinglichen EiweiB- 
kérper nicht erlaubt sind. Man wird daher auch von der Untersuchung 


amorpher und sicher nicht véllig einheitlicher Abbauprodukte nicht 
zurickschrecken diirfen, wenn diese einzelne und charakteristische 
Aminoséuren des urspriinglichen Proteins in hoher Ausbeute und 
starker Anreicherung enthalten. Aus dieser Erwaigung heraus haben 
wir die Untersuchung der schon friiher vielfach bearbeiteten ,,Kyrine“ 
von Stegfried wieder in Angriff genommen. 


Als Kyrine bezeichnet Siegfried! verhaltnismaBig einfach zu- 
sammengesetzte und niedermolekulare, bei der unvollstandigen Saure- 
hydrolyse der EiweiSkérper entstehende und durch Phosphorwolfram- 
sdure fallbare basische Abbauprodukte, die, in iblicher Ausbeute isoliert, 
einen erheblichen Teil, beispielsweise 40 °/,, der urspriinglichen basischen 
Aminoséuren enthalten und mit Riicksicht auf die Konstanz ihrer 
Eigenschaften bei Umfallungen von Siegfried als im wesentlichen 
einheitliche Substanzen angesehen werden. Kristallisiert erhalten hat 
Siegfried die Kyrine nicht, doch ist ihm, wie auch Levene, gelegentlich 
die Gewinnung kristallisierter Phosphorwolframate gelungen. Von den 
Aminoséuren wurden Arginin, Lysin und Glutaminsaure sichergestellt, 
Glykokoll vermutet. 


1 M. Siegfried, Ber. d. math.-phys. KI. d. Kgl. sichs. Ges. d. Wissensch. 
zu Leipzig, 2. Marz 1903; Zeitschr. f. physiol. Chem. 48, 46, 1904; 48, 54, 
1906; 50, 163, 1906; 84, 288, 1913; 97, 233, 1916. 
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Der Auffassung von Siegfried trat Skraup entgegen, der in den Kyrins 
undefinierte Gemische vorwiegend basischer Aminosauren erblickte. Hierz 
ist zu bemerken, daB Skrauwp bei der Herstellung seiner Kyrine im Gegensat z 
zu Siegfried wesentlich kriftigere Hydrolysenbedingungen! bzw. al 
weichende Aufarbeitungsverfahren angewandt hat?. Levene* hat spate 
die Frage der Einheitlichkeit der Kyrine erneut gepriift und ihre Amino 
siurezusammensetzung nochmals untersucht. Durch Fraktionierung nac} 
der Silber-Barytmethode von Kossel* soll sich aus dem Glutokyrin ein 
Dipeptid aus Arginin und Glutaminséure, aus dem Caseinokyrin ein wah 
scheinlich aus Lysin, Valin und Oxyprolin bestehendes Tripeptid gewinnen 
lassen. Nach den Befunden von Siegfried’ findet aber bei der Silber-Baryt- 
fraktionierung, die eine ziemlich stark alkalische Einwirkung einschlie’t 
eine Zerlegung in kleinere Bruchstiicke statt. 

Ohne Zweifel sind die Widerspriiche der Literatur zum Teil aut 
Verschiedenheiten in der Zusammensetzung und im Verhalten des 
Ausgangsmaterials, sowie auf Unterschiede in den Herstellungs- 
bedingungen zurickzufiihren. 

Als wir Gelatine bzw. Casein im engsten AnschluB an die Angaben 
von Siegfried und Levene verarbeiteten, gelangten wir zu Produkten. 


Tabelle I. 


Analytischer Vergleich der Kyrinsulfate verschiedener 
Darstellung. 





Priaparat. Siegfried * Priiparat Levene | Kigenes Priparat* 


| 
31.9; 324 35,7 * 34,35 
6,3; 5,9 6,22* 6,12 
15,9 16,06 * 13,3 
ee eae 10,4 10,65* 9,77 
:$. ce eer 3,48 3,45 3,10 


secre te TW 65,9 68,0; 66,6 


o- 


Gesamt-N 
Monoaminosauren-N , sa 
eee 32,5 

Gesamt-N 
Amino-N . aca ee mn 
ocr, A 34,.9*** | 23,6*; 32,2** 32,8; 323+ 
Gesamt-N 
Arginin-N . ‘a woes 
————-— in% ..., 67,9 66,577 
Basen-N | 

* Rohprodukt, nicht nach dem Silber-Baryt-Verfahren gereinigt. — ** Nach dem Silber- 
Baryt-Verfahren ,purified kyrine*. *** Reaktionsdauer bei der van Slyke-Bestimmung 10 Min 

+ Reaktionsdauer bei der van Slyke-Bestimmung 6 Min. — ++ Argininbestimmung nac! 

Kossel und Gross, Zeitschr. f. physiol. Chem. 185, 173 (1924). 


1 Zd. Skrawp, Monatsh. d. Chem. 26, 1403, 1906. — ? Zd. Skraup u 
Witt, ebenda 27, 663, 1906. — * P. A. Levene u. F. J. Birchard, J. ot 
biol. Chem. 18, 277, 1912; P. A. Levene u. J. v.d. Scheer, ebenda 22. 
425, 1915. — 4 Zeitschr. f. physiol. Chem. 25, 175, 1898; A. Kossel ui 
H. Pringle, ebenda 49, 301, 1906. — 5 M. Siegfried, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 84, 288, 1913; 97, 231, 1916. 
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n denen sowohl analytisch wie praparativ die Anwesenheit freier 
\minoséuren nachzuweisen war. Ein den Angaben Sieg/rieds wenigstens 
ingefahr entsprechendes Produkt wurde indessen aus Gelatine unter 
etwas schonenderen Bedingungen der Hydrolyse und Aufarbeitung 
erhalten (Versuch 1, Tabelle I). 

Das so gewonnene Kyrinsulfat war frei von Tyrosin, Cystin, Trypto- 
phan, dagegen war Histidin vorhanden und zwar nach kolorimetrischer 
Schatzung auf Grund der Diazoreaktion in einer Menge von nur 1°), 
die wohl als Verunreinigung angesprochen werden kann. Ein Flavian- 
siureniederschlag wurde nur nach vorausgehender Hydrolyse erhalten, 
das gesamte Arginin lag also in gebundener Form vor. Auch der Versuch, 
mittels Butylalkohol nach dem Verfahren von Dakin! etwa vorhandene 
freie Aminoséiuren aus dem Produkt zu extrahieren, verlief negativ. 

Die Stickstoffverteilung nach van Slyke ergab folgendes Bild 
(Versuch 2, Tabelle IT). 


Tabelle Il. 





Amino-N bi Amino-N 
— . Amino-} iesamt-N Ar- 
Gesamt-N | : , : : Gesamt-N 
Vass duals eant-5 NHN Basen-N Monoaminosiure-N |Gesamt-N in den ginin-N 
such yvorder nach | ° Gesamt-N Gesamt-N in den Mono- als Fla- 
Hy- der Hy- Basen amino- vianat 
drolyse drolyse siiuren 


0 D ) j 0 0; 
0 0 0 0 


$2.3 | 0,0 66,6 33,4 ‘ 66,3 44.2 
32,3 5f 9,0 68,0 32,9 48,3 697 44,0 
33,3 55,£ 0 66,7 33,3 5", 66,7 44.4 


Die Versuche zeigen, daB iibereinstimmend mit den Ergebnissen 
von Siegfried von dem vorhandenen Stickstoff recht genau ?/, auf 
Basen-N, 1/, auf Monoaminoséure-N entfallt. Nach vollstandiger 
Hydrolyse wurden 55,6, das sind 5/, des Gesamt-N, in Form freier Amino- 
gruppen angetroffen, der Rest entfallt auf cyelischen oder nach van Slyke 
nicht bestimmbaren Stickstoff, also, da Tryptophan und_ praktisch 
auch Histidin fehlen, auf Prolin, Oxyprolin und Arginin. Man kann 
damit zunachst ziemlich sichere Angaben hinsichtlich der Zusammen- 
setzung der Basenfraktion gewinnen, die praktisch nur aus Arginin und 
Lysin bestehen kann und die Hialfte des Stickstoffs in Form freier 
NH,-Gruppen enthalt. Da von den vier N-Atomen des Arginins eines, 
von den beiden N-Atomen des Lysins beide nach van Slyke reagieren, 
muB diese Fraktion, wie iibrigens auch Siegfried angenommen hatte, 
aus Arginin und Lysin im Verhaltnis 1:1 bestehen. Beriicksichtigt 
man weiter, daB der Nicht-Amino-N der Monoaminoséuren aus Prolin 


felder, S. 560. 
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und Oxyprolin bestehen sollte, so kann man folgende Zusammensetzung 
als wahrscheinlich annehmen: 


1 Arginin 

1 Lysin . BrP I gets! 

ME oo | en 
2 nichtcyclische Monoaminosauren . 


Die auf Grund dieser Annahme berechneten Werte sind in Tabelle || 
den gefundenen Werten gegeniibergestellt. 

Kyrinsulfat reagiert ziemlich stark sauer (px der wasserigen Lésung 
etwa 2,2), ungefahr entsprechend dem Verhalten eines sauren Salzes 
In unserem Produkt ist das Verhaltnis SO,:N recht genau 1: 3, bei 
der angenommenen Zusammensetzung sind also 3 von 9 N-Atomen 
basisch und an Schwefelsiure gebunden. 

Im Kyrin liegt recht genau !/, des Stickstoffs, d. h. unter Zugrunde- 
legung obiger Zusammensetzung 3 N-Atome in Form freier N H,-Gruppen 
vor. Man mu8 also annehmen, da auBer der zweiten NH,-Gruppe des 
Lysins noch zwei Aminogruppen frei sind, mit anderen Worten, die fiinf 
angenommenen Aminosduren kénnen nicht als Pentapeptid, sondern 
beispielsweise als ein Gemisch oder vielleicht als Additionsverbindung 
aus Dipeptid und Tripeptid vorliegen; Prolin-N mu peptidartig ge- 
bunden sein (s. unten). 


Natiirlich kénnte es sich ebensogut um ein Gemisch aus Tetrapeptid 
und freien Aminoséuren handeln. Hierzu ist zu sagen, da freie Mono- 
aminosauren bei der zur Isolierung der Kyrine angewandten Phosphorsaure- 
fallung kaum in groBem Unfang in die Kyrinfraktion gelangen sollten: 
auch miiBte ihre Abtrennung bei der Extraktion nach Dakin erwartet 
werden. Freies Arginin ist bestimmt nicht vorhanden; héchstens kime 
freies Lysin in Frage. Es ist aber nicht gelungen, Lysin als Pikrat abzu- 
scheiden; auch spricht das stéchiometrische Verhaltnis von Arginin und 
Lysin’ gegen eine solche Annahme. 

Die Menge der freien COOQH-Gruppen wurde auf zwei Wegen zu 
schaétzen versucht: 

a) Bei der Titration nach Willstdtter und Waldschmidt-Leitz (Versuch 1) 
wurden auf neun N-Atome etwa 7,3 Aquivalente bestimmt. In dieser Zah 
sind die sechs Saéuredquivalente der vorhandenen Schwefelsaure einbegriffen. 
es wiirden also noch 1,3 Aquivalente auf COOH-Gruppen entfallen. Beriick- 
sichtigt man, da8 Arginin bei der Titration in alkoholischer Lésung keine 
Lauge verbraucht, oder anders ausgedriickt, daB durch die Guanidogruppe 
eine COOH-Gruppe der Titration entzogen wird, so gelangt man zu dem 
Ergebnis, daB auf neun N-Atome insgesamt zwei oder drei COO H-Gruppen 
vorhanden sind. 

b) Die Veresterung mit Methylalkohol und folgende Methoxy! 
bestimmung (Feliz und Mitarbeiter’) ergibt, daB auf neun N-Atome etwa 
zwei veresterte COOH-Gruppen treffen (Versuch 1). Das veresterte und 


' K. Felix u. K. Dirr, Zeitschr. f. physiol. Chem. 184, 111, 1929. 
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«hart getrocknete Produkt ist aber nicht mehr unverandert; seine nach 
un Slyke bestimmbaren NH,-Gruppen sind soweit vermindert, daB auf 
cun N-Atome nicht mehr drei, sondern nur noch etwa zwei NH,-Gruppen 
treffen. (NH,/N = 19°,.) Es scheinen also NH,-Gruppen durch irgend- 
eine Kondensation verbraucht worden zu sein, und es wire natiirlich 
moglich, daB gleichzeitig damit auch Methoxylgruppen verschwunden 
sind. Es kann also auf diesem Wege nicht entschieden werden, ob auf 
neun N-Atome zwei oder drei freie Carboxyle im Kyrin vorhanden sind. 

Nimmt man als cyclische Aminoséure Oxyprolin, als nicht cyclische 
Monoaminoséuren Glykokoll und Leucin an, so errechnet sich folgende 
-lementarzusammensetzung : 


C: 33,4, H: 6,2, N: 14,04, S: 10,7. 


Ein Vergleich mit den Werten der Tabelle I zeigt, da in unserem 
Praparat der Kohlenstoff héher, N und § tiefer gefunden wurde als dieser 
Annahme entspricht. Um ungefihr zur gefundenen Analyse zu gelangen, 
hatte man der angenommenen Zusammensetzung beispielsweise noch zwei 
('H,-Gruppen und ein O-Atom zu addieren. Man hat also anzunehmen, 
daB statt der angefiihrten Aminoséuren mindestens teilweise deren Homo- 
loge und Oxyverbindungen vorliegen, womit sich folgende zur Analyse 
passende Werte errechnen: 


C: 34,4, H: 6,3, N: 13,4, S: 10,2. 


Von den Aminosaéuren haben wir zunachst das Arginin nach der Methode 
von Kossel und Gross isoliert; die Ausbeute betrug in drei in der Durch- 
tiihrung etwas verschiedenen Versuchen: 44,2, 44,0 und 41,4°,, wahrend 
auf Grund der N-Verteilung 44,4°, zu erwarten waren. Lysin ist nach 
Entfernung des Arginins mit Flaviansiure aus der Basenfraktion als Pikrat 
(Schmelzpunkt 254 bis 256°; Mischschmelzpunkt mit Lysinpikrat 254°) 
gewonnen worden; allerdings zunichst nicht in quantitativer Ausbeute. 


ry) 


Unter den Monoaminoséiuren konnte Glykokoll als Esterchlorhydrat 
isoliert werden (Versuch 4). Die Menge dieser leicht isolierbaren Amino- 
siure erreicht aber sicher nicht ein Fiinftel der Gesamtaminosaéuren. Uber- 
haupt ist die Zusammensetzung der Monoaminosiurenfraktionen nach den 
Ergebnissen der mehrmals durchgefiihrten Esterdestillationen sicher keine 
einfache und einheitliche. VerhaltnismaéBig gro8 findet man die Leucin- 
fraktion, auch Alanin diirfte vorhanden sein. Glutaminséure konnten wir 
im Gegensatz zu Levene und Siegfried in mehreren Versuchen niemals 
isolieren. 

Um hinsichtlich der Verkniipfungsverhaltnisse der Aminosauren 
einige Anhaltspunkte zu gewinnen, wurde das Kyrin unter Bedingungen, 
die denen der van Slykeschen Bestimmung einigermaBen ahnlich waren, 
desaminiert und die entstandenen Produkte nach durchgreifender 
Hydrolyse aufgearbeitet (Versuch 5). Man fand in hinreichender Uber- 
einstimmung mit dem erwarteten Wert 71,2%, (statt 66,7°) des 
urspringlichen Stickstoffs im desaminierten Produkt wieder. Bei der 
Abscheidung der Basen nach van Slyke gehen nun 40 °,, des urspriinglichen 
Stickstoffs in die Basenfraktion, und diese besteht ausschlieBlich aus 
Arginin. Da der gesamte Argin-N des Kyrins 44°, betragt, ergibt sich, 
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da von der Desaminierung das Arginin fast gar nicht betroffen wurde 
waihrend das Lysin vollsténdig (mindestens in bezug auf eine seine 
N H,-Gruppen ssaminier orden ist. der Monoaminosaure 
NH,-Gruppen) desaminiert worden ist. In der Mor in 


fraktion fanden sich 11,2°% des urspriinglichen Stickstoffs als freic 
NH,-Gruppen, also recht genau halb so viel Amino-N wie ohne voraus- 
gehende Desaminierung; dies entspricht unter Zugrundelegung der oben 
diskutierten Aminosiurenzusammensetzung der Annahme, daB dic 
Aminogruppe einer (nichtcyclischen) Monoaminosiure der Desami- 
nierung entgangen ist, also im Kyrin peptidartig verkniipft war 
Ebensogut ist es aber auch méglich, daB das Lysin nur halftig des- 
aminiert wurde und nun als ,,Monoaminoséure** bestimmt wird. 

Von Dipeptidasepraparaten aus Hefe scheint bei Anwendung 
maBiger Enzymmengen nach orientierenden Versuchen das Kyrin nicht 
gespalten zu werden ; unvollstandige Hydrolyse erhalt man unter andere m 
mit Lésungen der Aminopolypeptidase und mit Pankreas- und Darm. 
schleimhautausziigen. Besonders rasche und bei Anwendung nicht zu 
kleiner Enzymmengen und langeren Versuchszeiten vollstandige Hydro- 
lyse erzielten wir mit Nierenausziigen. Der beobachtete Aziditats- 
zuwachs nach 2 bis 3 Tagen entspricht drei COOH-Gruppen auf neun 
N-Atome. 

Sehr viel leichter und rascher (unter gleichen Bedingungen schon 
nach 6 Stunden) kann derjenige Punkt der Hydrolyse erreicht werden, 
wo *, der peptidgebundenen Carboxyle in Freiheit gesetzt sind. In 
Zuwachs an COOH 

Aminozuwachs 
den Wert zwei, waihrend er in den ersten, sehr rasch verlaufenden 
Stadien der Hydrolyse noch erheblich gr6éBer gefunden wird. Die Ab- 
spaltung des vorhandenen cyclischen Stickstoffs (Prolin, Oxyprolin usw. ) 
erfolgt also in den ersten Stadien der Hydrolyse!; sie ist vollendet. 
wenn etwa 7), der Peptidbindungen gelést sind. Damit ist zugleich 
sichergestellt, da das gesamte Prolin (Oxyprolin usw.) im urspriing- 
lichen Produkt peptidartig gebunden ist (und zwar durch Vermittlung 
seines Stickstoffs). Auch die Abspaltung des Arginins, das ebenfalls 
in bezug auf seine NH,-Gruppe peptidartig verkniipft vorliegt (s. oben), 
ist quantitativ in demjenigen Stadium der Hydrolyse beendet, wo * , 
der vorhandenen Peptidbindungen gelést sind. Von den zwei Peptid- 
bindungen (berechnet auf neun N-Atome), deren enzymatische Hydro- 
lyse verhaltnismaBig rasch erfolgt, ist also die eine durch Verkniipfung 
des Iminostickstoffs des Prolins, die andere durch Verknipfung der 
a-Aminogruppe im Arginin gebildet. Die COOH-Gruppe des Arginins 


diesem Stadium zeigt der Quotient ziemlich genau 


1 Vgl. M. Bergmann, L. Zervas, H. Schleich u. F. Leinert, Zeitschr. |. 
physiol. Chem. 212, 72. 1932. 
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st demnach entweder frei oder mit dem Prolinstickstoff verkniipft; in 
jedem anderen Falle miiBte namlich die Freisetzung des Arginins nicht 
unter Bildung von einer, sondern von zwei primaren Aminogruppen er- 
folgen. 

Die eingangs gestreifte Frage nach der Einheitlichkeit des Gluto- 
kyrins méchten wir nach den bisherigen Ergebnissen dahin_be- 
antworten, daB im Glutokyrin ein Gemisch niedriger basischer Pep- 
tide vorliegt, die in bezug auf das gegenseitige Verhaltnis der Basen, 
der Monoaminoséuren und der Iminoséuren und auch _ hinsichtlich 
ihres allgemeinen Aufbauplanes weitgehend untereinander iiberein- 
stimmen, wahrend vermutlich die einzelnen Monoaminosaéuren und 


Iminoséiuren sich scheinbar unregelmaBig innerhalb der einzelnen 
Peptide vertreten kénnen. 


Experimenteller Teil. 
Versuch 1. 

Herstellung und Eigenschaften des Glutokyrinsulfats!. 

Es wurden 500g Gelatine (Deutsche Gelatinewerke Schweinfurt) mit 
6 Liter 12,5°,iger Salzsiure versetzt und im Thermostaten bei 36 bis 37,5° 
wihrend 28 Tagen gehalten. wobei man taglich 6fters umriihrte und um- 
schiittelte. Die hellbraun gefairbte Verdauungslésung wurde von einer 
geringen braunen Flockung abfiltriert. diese Lésung auf 10 Liter verdiinnt 
und zuerst mit 10- bis 20°,iger und dann mit 50- bis 60° iger Phosphor- 
wolframséurelésung (gereinigt nach Drechsel*) vollstandig gefallt. — 'ns- 
gesamt waren etwa 2 kg Phosphorwolframsiéure nétig. Nach Stehen tiber 
Nacht wurde der kérnige Phosphorwolframsaureniederschlag scharf ab- 
gesaugt und abgepreBt und je zweimal mit 4 bzw. 3 Litern 5° iger Schwefel- 
siure unter Aufschlammen bis zum v6lligen Verschwinden der Chlorid- 
reaktion gewaschen. Zur Entfernung der Phosphorwolframséure wurde 
der Niederschlag in 4 Liter 5°,iger Schwefelsiure aufgeschlimmt und mit 
je 700 ccm Ather dreimal ausgeschiittelt. Es entsteht eine dicke, dunkel- 
braune Atherverbindung der Phosphorwolframsaéure am Boden, von der 
die dariiber befindliche heligelbe Kyrinsulfatlésung jedesmal abgelassen 
wurde. Die schwefelsaure Lésung wurde bis zur ganz schwach sauren 
Reaktion mit aufgeschliammtem Bariumcarbonat versetzt, vom Nieder- 
schlag schart abgesaugt und auf etwa 300 ccm, sodann nach Abfiltrieren 
von etwas Bariumsulfat zum dicken Sirup eingeengt. Das Konzentrat 
wurde unter Kiihlung mit maBig verdiinnter Schwefelsaéure versetzt, wobei 
der Gehalt 5°, und das Volumen 170 cem betrug. 

Diese Lésung wurde alsbald in 10 Liter abs. Alkohol unter standigem 
Rithren einlaufen lassen. Der anfangs flockig ausfallende Niederschlag 
wird rasch kérnig und nach dreistiindigem Stehen bei Feuchtigkeits- 
ausschluf8 médglichst rasch abgesaugt, zweimal mit abs. Alkohol und 
trockenem Ather gewaschen und sofort in den Exsikkator tiber konz. 
Schwefelsaure gebracht. Ausbeute 115 g. 


' M. Sregfried, Zeitschr. f. physiol. Chem. 97, 233, 1916. — * E. Drechsel, 
B. 20, 1452. 1887. 
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Zur Reinigung wurde das Sulfat dreimal wiederholt mit etwa 150 cem 
5 °oiger Schwefelséure gelést und mit 8 bis 10 Liter abs. Alkohol wieder gefallt. 


ce aige. ¢. SeO= ay. ; 
Das Verhialtnis |. , (sowohl vor wie nach der Hydrolyse be- 
Gesamt-N . . 


stimmt) veranderte sich von der zweiten Umfallung an nicht mehr wesent- 
lich; die Ausbeute ging auf 103 g zuriick. 

Das Glutokyrin gab keine Reaktion bei der Priifung auf Cystin, Trypto- 
phan, Millonscher Probe, keine Fallung mit Flavianséure vor der Hydrolyse, 
wohl aber nach der Hydrolyse. Positiv war auch die Diazoprobe auf Histidin. 
(Nach kolorimetrischer Schaétzung: Histidin-N = 1% des Glutokyrinsulfats. ) 

Zur Analyse wurde 60 Stunden bei 98° im Vakuum bis zur Konstanz 
des Gewichts getrocknet. Die Gewichtsabnahme betragt hierbei 5,13°,. 

4,723 mg Substanz: 5,870 mg CO,; 2,55 mg H,O; Riickstand 0,062 mg. 
3.916 mg Substanz: 0,461cem N, (20°, 723mm). 0,3380g Substanz: 
240,8 mg BaSOQO,. C 34,35, H 6,12. N 13,3, 8 9.77°, (entsprechend 29,92 °, 
H,S0O,). 


Titration in alkoholischer Lésung nach Willstatter und 
Waldschmidt -Leitz. 

0,0999 g Glutokyrinsulfat mit 11,22 mg N verbrauchen 13,07; 13,08 ccm 
n/20 KOH. Es treffen demnach auf neun N-Atome (126 mg N) 7,3 Aqui- 
valente. 

Zum Vergleich wurde Argininmonochlorhydrat in alkoholischer Lésung 
nach Willstdtter und Waldschmidt-Leitz titriert. 

50 mg Argininmonochlorhydrat (Molekulargewicht 210) verbrauchen 
4,71; 4,78cem n/20 KOH. 210mg Argininmonochlorhydrat (1 Millimol) 
verbrauchen demnach 20,08; 19,78cem n/20 KOH, das ist 1 Aquivalent. 


Bestimmung der freien COOH-Gruppen durch Veresterung und 
Methoxylbestimmung}. 


4,0 g Glutokyrinsulfat wurden in der 20fachen Menge Methylalkoho! 
suspendiert, trocknes Salzsiuregas bis zur Sattigung eingeleitet und hierbei 
die Temperatur unter 30° gehalten. Nach vierstiindigem Stehen der vor 
Feuchtigkeit geschiitzten Lésung wurde mit trockenem Ather gefallt. Die 
Fallung, im Exsikkator getrocknet, wird glashart, ist sehr hygroskopisch 
und 148t sich pulvern. Zur Analyse wurde das Produkt im Vakuum bei 
98° iiber P,O, konstant getrocknet. Ausbeute fast quantitativ. 

Stickstoffgehalt der Substanz: 2,325 mg Estersalz, (Mikro-Kjeldah/): 
0,5098 mg N, entsprechend 21,88°,, N. 46,5 mg Glutokyrinester (van Slyke): 
2,024 mg N. pana a im Glutokyrinestersalz: 19,90°%. Methoxyl- 

Gesamt-N 
bestimmung: 165,1 mg Substanz: 122,3 mg AgJ; 16,14mg CH,;O. 9,78° 
des Glutokyrinestersalzes ist Methoxy!, d. h. auf 4,954 N 1 CH,0. 


Versuch 2. 


Priifung der Stickstoffverteilung im Glutokyrinsulfat nach 
van Slyke *. 


Amino-N 


* Gesamt-N 
Kjeldahl): 0,4075 mg N; 181,4 mg Glutokyrinsulfat (20,51 mg N) (van Slyke): 


vor der Hydrolyse: a) 3,603 mg Glutokyrinsulfat (Mikro- 


1 K. Feliz u. K. Dirr, Zeitschr. f. physiol. Chem. 184, 111, 1929. — 
2 Abderhalden, Handb. d. biol. Arbeitsmethod. Abt. I, 7, 53. 
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; Amino-N ; 
6,62 mg Amino-N. Gesamtn YO der Hydrolyse: 32,3°,. b) 4,470 mg 
s -} 


(;jlutokyrinsulfat (Mikro-Kjeldahl): 0,5019mg N; 223,5mg_ Glutokyrin- 
Amino-N 


— vor der 
Gesamt-N 


sulfat (25,10 mg N) (van Slyke): 8,107 mg Amino-N. 
Hydrolyse: 32,3 °. 

2. 3,1751 g Glutokyrinsulfat wurden mit 20° iger Salzsiure wahrend 
40 Stunden hydrolysiert und das Hydrolysat bei 40° im Vakuum zum dicken 
Sirup eingeengt. Nach Aufnehmen desselben in Wasser Bestimmung einer 
neutralisierten Probe nach van Slyke und in einer weiteren Probe Gesamt-N- 
Bestimmung nach Mikro-Kjeldahl: 3,1751 mg Glutokyrinsulfat hydrolysiert 
(Mikro-Kjeldahl): 0,3551 mg N; 158,75 mg Glutokyrinsulfat hydrolysiert 

Amino-N 


= nach der Hydro- 
Gesamt-N ; 


(17,755 mg N) (van Slyke): 9.78 mg Amino-N. 
lyse: 55,1%,. 

3. Der Rest des Sirups wurde der Vorschrift von van Slyke entsprechend 
zur Entfernung etwa vorhandenen N H,-Stickstoffs mit Ca(OH), im Vakuum 
destilliert und nach Entfernung des Ca” mit 15g gereinigter Phosphor- 
wolframséure aus einem Volumen von 200 ccm gefallt. Nach 48stiindigem 
Stehen wurde der Niederschlag abgesaugt, sechsma] griindlich mit ins- 
gesamt 100 bis 150cem Waschfliissigkeit (2,5°, gereinigte Phosphor- 
wolframséure in 1°%,iger Salzséure) bis zur Ca-Freiheit gewaschen und der 
Vorschrift entsprechend in salzsaurer Lésung durch viermaliges Aus- 
schiitteln mit Amylalkohol-Ather 1: 1 (stickstofffrei!) zerlegt. 

Fiir die quantitative Bestimmung der Basen und Monoaminosaéuren 
ist diese Methode vorzuziehen. Die praéparative Aufarbeitung ist aber in 
vielen Fallen dadurch erschwert, da®B beim Ausschiitteln mit Amylalkohol- 
Ather bedeutende Mengen von Phosphorséure in Lésung bleiben. Wenn 
eine praéparative Aufarbeitung beabsichtigt ist, empfiehlt es sich, die 
Zerlegung der Phosphorwolframate, trotz der damit verbundenen Verluste, 
mit Baryt vorzunehmen. 


Stickstoffbestimmung in den Basen: Die gesamten Basen in 50 cem 
gelést; davon fiir Mikro-Kjeldahl 1/,,cem: 0,4386mg N; Gesamtbasen- 
stickstoff: 219.3 mg N; van Slyke-Stickstoff in 5cem: 10,757 mg Amino-N. 
Amino-N . 

. ~. in den Basen: 49,1. 
Gesamt-N 

In gleicher Weise wurde das Filtrat der Phosphorwolframsaurefallung 

von Phosphorwolframsaure befreit. 


Die gesamten Monoaminoséuren in 50cem_ gelést; davon fiir 
Mikro-Kjeldahl */,,cem: 0,2203 mg N; Gesamtmonoaminosaurestickstoff : 
Amino-N 
Gesamt-N 
in den Monoaminosauren: 66,3°,. Gesamt-N der Basen + Gesamt-N der 


Gesamtbasen-N 


Monoaminoséuren 329.4 mg N, daraus . —~-: 66,58%. 
Gesamtkyrin-N 


110,15 mg N; van Slyke-Stickstoff in 5 cem: 7,300 mg Amino-N. 


Gesamtmonoaminosauren-N 


onereetons ; ae : 33.43%). 
Gesamtkyrin-N 

4. Flavianatbestimmung in den Basen. Zu 10 ccm (43,86 mg N) der 
Basen wurde bei schwach essigsaurer Reaktion tiberschiissige Flaviansaure- 
lésung gegeben. Nach 60stiindigem Stehen wurde die iiber dem Nieder- 
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schlag stehende F lissigkeit abdekantiert und der Niederschlag mit seh: 
verdiinnter Flaviansdéurelésung (150facher Menge des Niederschlags) aut 
dem Wasserbad erhitzt bis sich der gr6Bte Teil gelést hatte. Nach fiint 
tagigem Stehen hatte sich das Flavianat erneut, und zwar diesmal in schéne: 
glanzenden Blattchen, ausgeschieden. Zersetzungspunkt 275° (Arginin 
flavianat); Ausbeute 253,0mg (= 29,15mg Arginin-N). Der Arginin 
stickstoff entspricht demnach 66,5°, des Basenstickstoffs oder 44,2! 
des Kyrinstickstoffs. 

Da nun Basenstickstoff 43,86 mg N, Argininstickstoff 29,15 mg N, ist 
der Lysinstickstoff 14,71 mg N. 

Dieser Lysinstickstoff steht zu dem Argininstickstoff in folgendem 
Verhaltnis: 14,71: 29,15 = 1: 1,98, d.h. 1 Lysin auf 1 Arginin. Die 
Ergebnisse eines zweiten analog durchgefiihrten Versuchs finden sich in 
theoretischen Teil (Tabelle II). 


Versuch 3, 
Isolierung von Arginin (siehe auch Versuch 2). 

1. Glutokyrinsulfat (enthaltend 720,5 mg N) wurde nach der van Slyke- 
schen Methode aufgearbeitet und dabei 490,0 mg Basenstickstoff erhalten. 
In einer Probe (49,00 mg Basen-N) wurde das Arginin als Flavianat be- 
stimmt. 275,0mg Argininflavianat entsp. 31,76 mg Argininstickstoft; 
Argininstickstoff im Kyrinsulfat 44,08 °%. 

2. Aus einem Hydrolysat von 10g Glutokyrinsulfat (1156mg N) 
wurde mit Flaviansaure direkt das gesamte Arginin ausgefallt. Rohflavianat 
4,90 g. Davon wurden 200 mg nach der Kosselschen Methode zur quantita 
tiven Bestimmung umgefallt. 196,0mg (19,54mg N) Argininflavianat 
(rein); im gesamten Rohflavianat also 478,8 mg Arginin-N. Argininstickstoft 
41.4%, des gesamten Kyrinstickstoffs. 


Versuch 4. 
Glykokoll als Esterchlorhydrat. 

Aus einem nach der van Slykeschen Methode aufgearbeiteten H ydrolysat 
des GJutokyrinsulfats von 720mg N wurden 32,0°, des Kyrinstickstofts 
als Monoaminoséuren isoliert. Aus dieser Lésung wurde in einem von 
Phosphorwolframséure und Ba’ befreiten Teil von etwa 75 mg N-Gehali 
nach wiederholter Veresterung mit Salzséuregas in alkoholischer Lésung 
50 mg reines, umkristallisiertes Glykokollesterchlorhydrat vom Schmelz 
punkt 143° gewonnen. Mischschmelzpunkt mit reinem Glykokolleste: 
chlorhydrat 143°. 

In einem zweiten Versuch isolierten wir aus ciner Monoaminoséuren- 
fraktion von 108mg N-Gehalt 80mg reines umkristallisiertes Esterch!o1 
hydrat. 

Versuch 5. 


Desaminierung des Glutokyrins. 


5g Glutokyrinsulfat (661,5 mg N) wurden mit Bariumchloridlésung 
in das Hydrochlorid verwandelt. Die Lésung des Glutokyrinhydrochlorid- 
wurde in einer 250 cem-Flasche mit etwas mehr als der fiir den Umsatz 
berechneten Menge aufgeschlammtem Silbernitrit versetzt. Der wahrend 
2 Stunden unter Schiitteln in der Kalte und schlieBlich beim Erwarmen 
entwickelte N, wurde tiber alkalischer Permanganatlésung aufgefangen und 
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vemessen. Er entsprach 98 mg Amino-N. Es wurden hierauf in das Reaktions- 
gefaB neuerdings Silbernitrit und schnell 5cem Eisessig gegeben und in 
zleicher Weise wie vorher verfahren, worauf nochmals 31,6 mg Amino-N, 
zusammen also 130 mg Amino-N gefunden wurden. 

Das Reaktionsgemisch wurde nach und nach mit 2 n Salzséure versetzt, 
wobei sich Stickoxyd entwickelte. Man filtrierte das AgCl ab, engte zur 
Entfernung der Salpetersiure wiederholt mit Salzsiure ein und hydroly- 
sierte wahrend 48 Stunden. 

Die auf 100 cem aufgefiillte desaminierte und hydrolysierte Lésung 
des Glutokyrins gab nun folgende Stickstoffbestimmungen: N in 1/1) cem 
(Mikro- Kjeldahl) 0,4707 mg N (in 100 cem 470,7 mg N); Amino-N in 5 cem 
Amino-N 
Gesamt-N 

Desaminokyrin enthalt 470,7 mg N, d.i. 71,2°%, des urspriinglichen N. 

Aus dem Rest des Hydrolysats mit 395mg N wurden die Basen mit 
Phosphorwolframsaure gefallt. 

Die Monoaminosauren enthielten 175,3 mg N, d. i. 44,3°%, des Des- 
aminokyrin-N, oder 31,6°, des urspriinglichen Kyrin-N. 

N in 1/;,cem (Mikro-Kjeldahl) 0.1753 mg N (in 100cem 175,3 mg N); 

Amino-N 


Amino-N in 5cem (van Slyke) 3,137 mg N. ~ In den Monoamino- 
Gesamt-N 


(van Slyke) 7,161 mg Amino-N. nach der Hydrolyse 30,42 °,. 


siuren 35,79°,. 

Auf die Basenlésung entfallt demnach 395 — 175 = 220mg N, d.i. 
55,66 °, des Desaminokyrin-N, oder 39,61°, des urspriinglichen Kyrin-N. 
N in !/;,cem (Mikro-Kjeldahl) 0.4199 mg N (in 50cem 209,9 mg N); 


, a i ; f _ Amino-N . © 
Amino-N in 5 cem (van Slyke) 5,148 mg N. —, = in den Basen 24,52 °,. 
Gesamt-N 


Die restlichen Basen (36,8 mg Amino-N; 150,1 mg Gesamt-N) wurden 
von Barium befreit. auf 50 cem aufgefiillt und eine van Slyke-Bestimmung 
und eine Argininbestimmung nach Kossel vorgenommen. 

10cem (mit 30.02mg Gesamt-N und 7,336mg Amino-N) ergaben 
239,2 mg Flavianat (27,56 mg N), davon 6,89 mg Amino-N, und bei der 
van Slyke-Bestimmung 7,468 mg Amino-N. Es sind also 91,8 °%, des Basen-N 
und 93,9°, des Amino-N der Basen als Arginin nachgewiesen. 


Versuch 6. 
Enzymatische Spaltungen des Glutokyrins. 


1. In 20cem 464 mg (52,1 mg N) Glutokyrinsulfat, 6 cem Phosphat- 
puffer, py = 8,0; leem Glycerinauszug aus Schweineniere (1 : 3). 





p : Zuwachs 
Zeit mee S 3am im Blindversuch COOH 
3 ohne Substrat 100 N-Atome 


cem cem 


0,87 0,00 10,9 


1,68 — 22.6 
2,28 0,01 39,7 
2,44 0,00 32,8 
2,45 0,00 33,0 


2. Gleichzeitige Bestimmung von Carboxyl- und Aminozuwachs. In 
50cem 1160 mg (130.3 mg N) Glutokyrinsulfat, 10 ccm Phosphatpuffer. 
Pu = 8,0; leem Glycerinauszug aus Niere (1: 3). 
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Aziditatszuwachs | 
| in 2 cem { COOH 
in n/20 KOH 100 N-Atome 
ecm mg 


Amino-N-Zuwachs Abgespaltene OOH 
in 6cem Aquivalente-N ; 
100 N-Atome NH, 


47 0,11 (6,71) 
12,8 0,61 3,28 
16.6 0,97 2,68 
23,3 1,67 10, 2,20 
25,2 1,72 11,0 2,29 
26.5 1,78 11,37 2.33 
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3. Gleichzeitige Bestimmung der in Freiheit gesetzten Carboxylgruppen 


und des abgespaltenen Arginins. In 50cem 1160 mg (130,3 mg N) Gluto- 


kyrinsulfat, 10cem Ammoniak-Ammonchloridpuffer, py = 8,0; 1 ¢cem 
Glycerinauszug (1: 3). 

In einer Blindbestimmung wurde ermittelt, daB das Enzym allein 
kein Flavianat bildet. Die zur Argininbestimmung entnommenen Proben 
wurden kurz im Wasserbad erhitzt und vom koagulierten Enzym ab 
filtriert. Man séuerte mit Essigsiure schwach an und bestimmte das Flavia- 
nat wie in friiheren Versuchen quantitativ. 





Azidititszuwachs 
in 2cem cooH Freies Arginin Freies Arginin 
in n/20 KOH 100 N-Atome (mg N in 10 cem) 
ecm 0/9 des Gesamt-N 


0,37 49 | 4,36 16,77 


0,77 10,4 | one ne 
1,26 17,0 | 8,03 30.9 
1,79 | 24,1 | 11,93 45,9 


Zusammenfassung. 


1. Das untersuchte Glutokyrin besteht im wesentlichen aus basischen 
Di- und Tripeptiden. Die Anwesenheit freier Aminosduren ist un- 
wahrscheinlich, fiir Arginin- und (Oxy-) Prolin bestimmt auszuschlieBen. 
2. Die N-Verteilung nach van Slyke steht beispielsweise mit folgender 
Zusammensetzung in Ubereinstimmung: 1Arginin, 1 Lysin, 1 (Oxy-) 
Prolin, 1 Glykokoll, 1 Leucin (3 H,S0O,). Das Ergebnis der Elementar- 
analyse und der praparativen Aufarbeitung zwingt aber dazu, die An- 
wesenheit von Oxyverbindungen und Homologen der genannten Amino- 
siuren anzunehmen. — 3. Die «-Aminogruppe des Arginins und die Imino- 
gruppe des (Oxy-)Prolins sind peptidartig gebunden; die freien Amino- 
gruppen des Kyrins gehéren den Monoaminoséuren und dem Lysin an. 
— 4. Durch Peptidase, z. B. aus Niere, wird besonders leicht die 
Peptidbindung des Prolin-N gelést. Ungefaihr gleichzeitig wird das 
gesamte Arginin in Freiheit gesetzt. 
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Lysin-reineckat. 
Von 
W. Grassmann und QO. Lang. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der 
Wissenschaften in Miinchen.) 


(Eingegangen am 15, Januar 1934.) 


Prolin und Oxyprolin kénnen, wie J. Kapfhammer und R. Eck 
fanden, in Form ihrer schwerléslichen und gut kristallisierenden Rein- 
eckate ziemlich leicht isoliert werden. Es ist bekannt, daB auBer den 
beiden Iminoséuren noch das Arginin! und, wie J. Kapjhammer und 
H. Spérer® spater fanden, auch das Histidin schwerlésliche Reineckate 
liefern. Gelegentlich einer Untersuchung iiber basische KiweiBabbau- 
produkte (vgl. vorausgehende Abhandlung) wurde gefunden, da8 
auch die dritte der Hexonbasen, das Lysin, ein schwerlésliches Reineckat 
liefert, was bisher der Beobachtung entgangen zu sein scheint. Das Lysin- 
reineckat entspricht der Formel: C,H,,0,N, . 2 Cr(N Hg), .(CNS),H 
.4H,O, zeigt also eine dem Histidinreineckat analoge Zusammen- 
setzung. Auch in bezug auf seine Léslichkeit entspricht es ungefahr 
dem Histidinreineckat, steht also zwischen Prolin und Oxyprolin. In 
den durch Reineckatfaillung nach Kapfhammer und Mitarbeitern ge- 
wonnenen Rohprodukten des Prolins und Oxyprolins wird also mit der 
Anwesenheit von Lysin zu rechnen sein, das am Ergebnis der van Slyke- 
Bestimmung leicht erkennbar ist. 

200 mg Lysindichlorhydrat (Roche) wurden in 5ccm Wasser gelést 
und mit einer konzentrierten Lésung von Ammoniumreineckat bei kongo- 
saurer Reaktion gefallt. (Gesamtvolumen 20ccm.) Ausbeute 496 mg 

63,5°, der Theorie. 

Das Reineckat kristallisiert in Form kleiner Tafelchen, die bei 120 bis 
130° Kristallwasser abgeben und sich bei etwa 230 bis 235° zersetzen. Léslich 


in Alkohol. 


1 J. Kapfhammer u. R. Eck, Zeitschr. f. physiol. Chem. 170, 294, 1927. 
* Ebenda 173, 245, 1928. 
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Zur Analyse wurde iiber H,SO, im Exsikkator zur Konstanz getrocknet 


4,262 mg Substanz: 1,60mg H,O; 3,120 mg CQs. 
1,409 ., = 0,3213 mg N (Mikro-Kjeldah/). 
108,4 x 4 240,0 mg BaSQ,. 
200.0 3 i 37,60 mg Cr,Q3. 
Fiir CgH,,O,N, . 2 Cr(N Hy), . (CNS),H . 4 H,0: 
Ber.: C 19,62, H 4,21, N 22,90, S 29,9, Cr 12,15°%,. 
Gef.: C 19,97, H 4,20, N 22,80, 8 29,35, Cr 12,85°,. 


Léslichkeitsbestimmung: 200mg Lysinreineckat wurden in 4 ccm 


Wasser 2 Stunden bei 24° geschiittelt. Dabei gehen 37mg Lysinreineckat 
in Lésung. 
Léslichkeit des Lysinreineckats bei 24°: 0,74 g in 100 ccm. 
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Uber das Gleichgewicht im System der Fumarase. 


Von 
Kurt P. Jacobsohn und Joao Tapadinhas. 
(Aus dem Institut Rocha Cabral in Lissabon.) 


(Eingegangen am 15, Februar 1934.) 


In einer Untersuchung ,,Uber die Kinetik der Fumarase‘! hatten 
wir festgestellt, daB dieses Ferment sich insofern als echter Katalysator 
betatigt, als es ein Gleichgewicht zwischen Fumarsaure und 1-Apfelsaure 
cinstellt, das, unabhangig von der Enzym- und Substratkonzentration, 
durch eine Gleichgewichtskonstante ausgedriickt werden kann, gleich- 
viel ob Fumarsaure oder |-Apfelsiure als Ausgangssubstrate dienten. 
Da neben diesen Komponenten des Systems nur Wasser an der demnach 
echt mono-molekularen Reaktion beteiligt ist, dessen Konzentration in 
verdiinnten Lésungen ja nur unbetrachtlichen Veranderungen unter- 
worfen ist, konnte diese Konstante AK dem Gleichgewichtsquotienten: 
'Fumarat | 

[l-Malat] 

wirkungsgesetzes gleichfalls vorauszusehen, daB die Wasserstoffionen- 
konzentration und die Gegenwart von Substanzen, die die Reaktions- 
geschwindigkeit im System férdern oder hemmen, ohne EinfluB auf 
den konstanten Gleichgewichtsquotienten der Reaktionsprodukte sein 
wiirden. In der Tat fanden wir diese Annahme bestatigt. Wenn wir 
weiterhin feststellten, daB die Konstante allerdings temperaturabhangig 
ist, so stand dieser Befund doch nicht im Widerspruch mit den Gesetzen 
der Katalyse, wenn auch bisher die biochemische Literatur noch bei 
keinem reversiblen Enzymsystem einen Einflu8 der Reaktionstemperatur 
auf die Lage des Gleichgewichts verzeichnet. Eine Veranderung des 
Quotienten von K = 0,25 bei 38° auf K = 0,11 bei 5° (bei Verwendung 
von Leberfumarase) laBt eine betrachtliche Verschiebung des Gleich- 
gewichts zugunsten der Malatbildung erkennen. 

Indessen stieBen wir bei derselben Untersuchung auch auf Phano- 
mene, die ein Bild auf die Komplexitaét der Fermentkinetik werfen. 
So stellte sich heraus, daB in Gegenwart von Leberfumarase das Ver- 
haltnis der monomolekularen Geschwindigkeitskonstanten des Hydrati- 
sierungsprozesses und der Reversion, im Widerspruch zum Massen- 
wirkungsgesetz, nicht mit dem Gleichgewichtsquotienten iiberein- 
stimmt. Wir erklaren diesen Befund, nach dem Vorbild v. Eulers, 


gleichgesetzt werden. Es war bei Giiltigkeit des Massen- 


1 K. P. Jacobsohn, F. B. Pereira u. J. Tapadinhas, diese Zeitschr. 254, 
112, 1932; siehe auch Arch. Portug. Science. biol. 3, 296, 1933. 
Biochemische Zeitschrift Band 269. 15 
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mit der Annahme, daB die Fumarase ihren beiden Substraten gegeniiber 
verschiedene Affinitaéten geltend macht. Vollkommen im Gegensatz 
zum zweiten Hauptsatz der Thermodynamik stand indessen die Beo!) 
achtung, wonach Herkunft und Behandlung der Fermentpraparate 
die Gleichgewichtslage im System beeinfluBten. So erhielten wir z. [3. 
mit Hefe einen anderen Quotienten der Reaktionsprodukte wie bei 
Verwendung tierischer Enzympraparate, die im allgemeinen die Ein- 
stellung eines konstanten Gleichgewichts vermittelten. 

Im Zusammenhang mit diesen Befunden scheint uns eine neue 
Beobachtung interessant, die wir bei dem Versuch machten, aktive 
Glycerinextrakte der Fumarase aus Leber zu gewinnen. Wir stellten 
nimlich fest, daB in Gegenwart solcher Praparate, scheinbar unter 
Veranderung der Gleichgewichtskonstanten, die Fumaratbildung aut 
Kosten des 1-Malats geférdert wird. In den folgenden systematischen 
Versuchen wurden daher wasseriger Lebersaft und neutrale aquimolare 
Lésungen von ]-Apfelsiure bzw. Fumarsiure mit wechselnden Mengen 
von Glycerin vermischt und nach Beendigung der enzymatischen 
Reaktion der Gleichgewichtsquotient bestimmt. 

Bei dem Versuch, das Verhaltnis der Reaktionsprodukte im Gleich 
gewicht polarimetrisch aus der Enddrehung der Versuchslésung zu he 
stimmen, stellte sich allerdings heraus, da® die spezifische Drehung dle 
1-Apfelsaure in Gegenwart von Ammonmolybdat durch Glycerin stark 
herabgesetzt wird; und zwar war die erhaltene Rotation von dem Mengen- 
verhaltnis Malat/Glycerin abhangig. Unter diesen Umstéanden konnten 
polarimetrisch nur so einwandfreie Resultate tiber die Gleichgewichts- 
quotienten erhalten werden, da®B die Enddrehung der Enzymversuche mit 
der Rotation von Kontrollésungen ohne Enzym verglichen wurden, die bei 
gleichem Volumen und gleichem Glyceringehalt wechselnde Mengen ar 
|-Apfelsiure enthielten (Fumarsaéure- und Enzymkonzentration waren ohne 
Einflu8 auf die Drehung des 1|-Malats). Auf diese Weise wurde durch 
,.Probieren“ festgestellt, welche |-Malatmengen der Endrotation der Ferment - 


mares Mee , ; . .  [Fumarat 
fliissigkeit entsprachen, und diese in die Gleichgewichtsformel K = E Malat “g 
!1-Malat | 


eingesetzt. Die entsprechende Fumaratkonzentration ergab sich dann aus 
der Differenz zwischen der gefundenen Malatmenge und der angewendetet 
Konzentration des Ausgangssubstrats. 

Wir stellten so fest, daB das Gleichgewicht der Substrate im 
System der Fumarase durch die Gegenwart von Glycerin in der Tat 


zugunsten der Fumarsaéure verschoben wird; und zwar verminderte 


sich die Konzentration des ]-Malats um so mehr, je gréBer der relative 
Glyceringehalt der Versuchsfliissigkeit war. Wir erhielten bei Verwendung 
von Leberfumarase und bei 37° in Gegenwart von 20% (Volumen 
Glycerin einen Gleichgewichtsquotienten von K = 0,32, bei 40°, 
Glycerin: K = 0,43 und bei 60%: K = 0,54, wahrend ohne Glycerin 
die Konstante der tierischen Fumarase K,, = 0,25* ist. Wie voraus- 


* Siehe auch K. P. Jacobsohn u. Mitarbeiter (I. c.). 
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Gleichgewicht im System der Fumarase. 


zusehen war, ist auch unter den neuen Versuchsbedingungen das ver- 
anderte Gleichgewicht unabhangig von der Enzym- und Substrat- 
konzentration. 


Es lag nahe, nunmehr analoge Versuche anzustellen, in denen das 
Glycerin durch Substanzen verwandter Konstitution ersetzt wire. In 
der Tat fiihrte die Verwendung von Athylenglykol zu noch krasseren 
Resultaten, die in der gleichen Weise wie beim Glycerin erhalten wurden. 
Kine 20% ige Versuchsflissigkeit fiihrte zu einem Gleichgewichts- 
quotienten Ks, = 0,39, und 40%, an Glykol setzten das Verhiiltnis: 
Fumarat 
|-Malat 


Dagegen gelangten wir mit den héherwertigen Zuckeralkoholen wie 
Mannit und Dulcit schon aus technischen Griinden nicht zum Ziel. Dulcit 
ist zwar inaktiv, setzt aber trotz seiner geringen Léslichkeit die Drehung 
der Apfelsiure in Gegenwart von Ammonmolybdat so stark herab, daB 
einwandfreie Resultate iiber die Wirkung dieses Alkohols auf das Cteich- 
gewicht im System der Fumarase nicht erhalten werden konnten. Das 
yleiche gilt fiir Mannit. Seine an sich geringe optische Aktivitaét wird durch 
Ammonmolybdat derart erhéht, daB die Versuchsergebnisse uniibersehbar 
werden, zumal Mannit gleichzeitig wieder die Drehung der Apfelsiure 
vermindert. Auch die Verwendung von Hexosen fiihrte zu Schwierigkeiten 
bei der polarimetrischen Analyse. Wir hoffen, durch gravimetrische Be- 
stimmungen des Gleichgewichtsquotienten in spateren Untersuchungen 
diese Hindernisse zu tiberwinden. 


auf K5, = 0,61 herauf. 


Bei der theoretischen Auswertung unserer Resultate kann man 
die Méglichkeit in Betracht ziehen, da8 durch die Gegenwart der 
Alkohole in der Versuchsfliissigkeit die Substratmenge im Verhaltnis 
zur Konzentration des reaktionsbereiten Wassers so viel gréBer wiirde, 
daB sich die Anderung der Wassermenge im Verlauf der hydratatischen 
Umwandlung reaktionskinetisch geltend machte, und daher seine 
Konzentration auch in der Gleichgewichtsformel beriicksichtigt werden 
miiBte. Allerdings darf nicht etwa allein die Verminderung der Wasser- 
menge infolge ihrer teilweisen Substitution durch die Alkohole fiir die 
Verschiebung des Gleichgewichts verantwortlich gemacht werden, da 
doch auch eine entsprechende Erhéhung der Substratkonzentration zum 
alten Quotienten fiihrte (1. c.}:; man miBte vielmehr annehmen, daB 
eben durch die Gegenwart der hygroskopischen Alkohole dem reagieren- 
den System betrachtliche Wassermengen entzogen werden. In der 
{Fumaratj { Wasser] 

[l-Malat] 
diese Konstante sich nur dann behaupten, wenn die Verminderung der 
Fumarat 
l-Malat 


jetzt. geltenden Gleichgewichtsformel: K wird 


Wassermenge durch eine VergréBerung des Quotienten: 


ausgeglichen wird. In der Tat haben wir bei unseren Versuchen beob- 
achtet, daB die gefundenen Malatmengen am Ende der Reaktion um 


15* 
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so geringer waren, je mehr Alkohol der Versuchsfliissigkeit zugesetz: 
worden war. Es ware demnach nicht eine Veranderung der Konstante), 
erzwungen worden, sondern nur das Gleichgewicht Fumarat — |-Malat 
verschoben. Wir hatten also im System der Fumarase einen Vorgany 
herbeigefiihrt, der bei den hydrolytischen pseudo-mono-molekularen 
Fermentsystemen durch die dort einfache Verinderung des Konzentra- 
tionsverhaltnisses der Substrate oft die Vorbedingung zur enzymatischen 
Synthese geschaffen hat. 

Unsere Annahme, da unter bestimmten Versuchsbedingungen 
eine betrachtliche Herabsetzung der reaktionsbereiten Wasserkonzentra- 
tion das Verhaltnis der beiden Substrate im Gleichgewicht verschieben 
kénnte, kann vielleicht auch zur Erklarung des oben erwahnten Ein- 
flusses der Provenienz und der Zubereitung bestimmter Ferment- 
praparate auf den Gleichgewichtsquotienten dienen. In der Tat haben 
ausschlieBlich hochkolloidale Fermentpraparate wie Hefe usw. eine 
solche Wirkung ausgelést und bezeichnenderweise das Gleichgewicht, 
wie unter den oben beschriebenen Bedingungen, immer zugunsten der 
Fumarsaure verschoben. Es ware vorstellbar, daB die groBen Kolloid- 
mengen soviel Wasser an sich fesselten, daB seine reaktionsfahige Menge 
in der Versuchsfliissigkeit betrachtlich abnimmt, und _ infolgedessen 
die Wasserkonzentration am Ende der enzymatischen Umwandlung 
meBbar von der Wassermenge zu ihrem Beginn abweicht. 


Experimenteller Teil. 
A. Herstellung der Ansdtze. 

Als Enzymprdparat wurden Organausziige verwandt, die in der iiblichen 
Weise durch Mazeration von Schweineleber in einer dreifachen Wassermenge 
bei Zimmertemperatur und Zentrifugation der Fliissigkeit am folgenden 
Tage hergestellt wurden. Die erhaltenen Safte wurden durch Zusatz von 
3°, ihres Volumens an Toluol steril erhalten. Als Substratlésungen dienten 
aquimolekulare, neutrale Lésungen von fumarsaurem und 1-apfelsaurem 
Kalium, die 10- bzw. 11,55°,ig an freier Dicarbonséure waren. Eine Ver- 
wendung von Puffern war iiberfliissig. Lebersaft und Substratlésung 
wurden in einem bestimmten Verhaltnis gemischt (je 5cem) und unter 
kraftigem Schiitteln mit wechselnden Mengen an Glycerin oder Athylen- 
glykol (Mannit, Dulcit) versetzt; die erhaltene Fliissigkeit wurde mit Wasser 
auf ein bestimmtes Volumen (25ccm) gebracht und mehrere Tage im 
Brutschrank bei 37° belassen. 

Als Kontrollversuch diente ein Ansatz, der ohne Zusatz von Glycerin 
angestellt worden war. 


B. Bestimmung des Gleichgewichtsquotienten. 

Das Verhaltnis der Reaktionsprodukte im Gleichgewicht wurde 
polarimetrisch' durch Bestimmung des ]-Malats in der Versuchsfliissigkeit 
ermittelt. Und zwar wurden bei 37° dem Ansatz 5ccm entnommen und 
mit 0,5ceem Eisessig und 4,5cem_ gesattigter Ammonmolybdatlésung 
versetzt. Die Mischung wurde filtriert und das Filtrat polarimetrisch im 


1 Siehe auch K. P. Jacobsohn u. Mitarbeiter (I. c.). 
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2-dm-Rohr untersucht. Sobald an einander folgenden Tagen eine konstante 
Drehung der Versuchslésung die Einstellung des Gleichgewichts anzeigte - 
dessen Echtheit aus der gleichen Endrotation von Ansaétzen mit dem nam- 
lichen Alkoholgehalt hervorging, gleichviel. ob sie Fumarsaure oder |-Apfel- 
siure als Ausgangssubstrat enthielten —, wurde der |-Malatgehalt der 
Fermentversuche durch die Auswertung ihrer optischen Aktivitat in Kontroll- 
ansatzen ermittelt. Bei gleichem Fliissigkeitsvolumen und Alkoholgehalt 
enthielten diese bekannte Mengen an |-Malat, die von Versuch zu Versuch 
variiert wurden, bis die polarimetrische Analyse unter den obigen Kautelen 
dieselbe Drehung ergab wie in den Fermentansatzen. Der Cileichgewichts- 
juotient ergab sich dann aus folgender Formel: 

[Substrat] — [Malat] 


K 
[Malat ] 


54% 
C. Versuchsergebnisse. 
1. Ohne Alkohol. 


= 





Ansatz: Kontrolle 


cem Lebersaft .... . c — 

» |-Malat . . Sols 4 

» Fumarat eee ~- 

at OO. se ee 8 1i DW t+ 
13,709 | 13,75° | 13,70° 


5—4 
4 


Endrotation 
Ks; 0,25 


2. Mit Glycerin. 





Versuch: I 





Ansatz: 


5 


eem Lebersaft 
1-Malat 
Fumarat 


5 5 


Glycerin . 
Wasser 


) 


10 


5 
d 
5 
10 


10 
5 


11,10° 9,00° | 8,95° 


Kontrollen **. 

com 1-Malat . . . : 3,8 3,5 3,25 
~ Qeyeeriy. ww wwe 5 10 15 
» Wasser 16,2 11,5 6,75 
Endrotation 11,00° $,95° 6,25° 
5— 38 _ pao | 5—35 5 — 3,25 

es 3,5 3,25 
** Wir beschrinken uns darauf, bei den Kontrollen die Versuche anzufiihren, welche 


mit den Fermentansi&tzen iibereinstimmende Drehungen aufwiesen, die zur Berechnung von 
K dienten. 


Endrotation 11,05° 


= 0,43 = 0,54 


* Wir behalten die Bezeichnung K bei, obwohl nach unserer Theorie 
nicht mehr die eigentliche Gleichgewichtskonstante der Massenwirkung 
bestimmt wurde. 
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3. Mit Athylenglykol. 


J. Tapadinhas. 





Versuch: 


Ansatz: 


cem Lebersaft . 
1-Malat . 
Fumarat 
Glykol 


» Wasser . 


Endrotation . 


cem I-Malat . 
Glykol 
Wasser 


Endrotation . 


K37 ° 


I 
' b 
5 5 
8 E 
— 5 
5 5 
10 10 
11,559 11,60° 
Kontrollen. 
3.6 
5 
16,4 
11,60° 
Ns See 


3.6 


Il 
a b 
5 5 
5 
7 5 
10 10 
5 5 
9.70° 9,85 
31 
10 
11,9 ° 
9,80° 
5 — 3 1 
0.6 
3,1 " 
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Kine titrimetrische Bestimmungsmethode fiir kleine Mengen 
Phosphatide, freies Cholesterin, Cholesterinester, Neutralfette 
und Gesamtlipoide des Blutes, des Blutplasmas und der 
Blutkoérperchen. 


Von 
Shigehiro Katsura, Tatsuo Hatakeyama und Kichiro Tajima. 
(Aus der Kumagai-Klinik der Universitat Sendai.) 


(Eingegangen am 10, Februar 1934.) 
Mit | Abbildung im Text. 


Vor kurzem haben wir! eine titrimetrische Bestimmungsmethode 
fir Gesamtfettséuren und -Cholesterin des Blutes und eine fiir Blut- 
phosphatide mitgeteilt, wodurch ganz kleine Mengen, z. B. 0,1 mg 
Fettséure usw., mit groBer Sicherheit bestimmt werden kénnen, was 
nach der Bloorschen? Originalmethode sowie nach ihrer Modifikation 
durch Boyd® fiir unméglich gehalten wurde. Wir haben unsere beiden 
Methoden kombiniert und verbessert, um sie zu einer einheitlichen 
Methode auszugestalten, durch welche Phosphatide, freies Cholesterin, 
verestertes Cholesterin bzw. Cholesterinester und Neutralfette gleich- 
zeitig bestimmt werden kénnen. Das Verfahren bei dieser Methode 
ist im Vergleich mit den bisherigen Methoden sehr einfach und nimmt 
doch nur verhaltnismaBig wenig Material in Anspruch. Fiir die Einzel- 
bestimmung aller genannter Bestandteile reichen namlich 0,5 cem 
Blut oder Plasma aus. Die zur Bereitung des fertigen Blut- oder 
Plasmaextraktes bis zur Oxydation erforderliche Zeit betragt nur 
|}, Stunden. Wenn nicht die einzelnen Bestandteile, sondern nur 
die Summe der Gesamtlipoide gefunden werden soll, so laBt sie 
sich mit 0,lcem Blut oder Plasma ausfiihren. Wir wollen hier 
iiber die Ausfiihrung der Methode berichten. 


Erforderliche Geriite. 


1. Erlenmeyer-Kolben von 100 ccm Inhalt zur Vakuumdestillation 
(Vd.-Kolben). Der Hals dieses Kolbens ist etwa 2,5em weit, und in den 
geschliffenen Stépsel sind oben zwei kurze Rohre eingeschmolzen; das eine 


1 Katsura u. Hatakeyama, diese Zeitschr. 234. 462, 1931; Katsura, 
Hatakeyama u. Tajima, ebenda 257, 22, 1933. — * Bloor, J. otf biol. Chem. 
77, 53, 1928; 82, 273, 1929. — ® Boyd, ebenda 91, 1, 1931; 101, 323, 1933. 
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Rohr ist gebogen und verbindet mit einer Wasserstrahlpumpe, wahrend 
durch das gerade Rohr ein anderes Glasrohr gehen kann, welches 
zu einer ganz diinnen Kapillare ausgezogen wird. Die beiden letzten 
Rohre werden durch einen kurzen Gummischlauch oben verbunden 


(Abb. 1). 


2. Erlenmeyer-Kolben von 50cem (Oxydationskolben) und 100 cem 
(Verseifungskolben) Inhalt mit gut geschliffenen, numerierten Stépseln. 


AuBer diesen Kolben sind 50-, 100- und 300-cem-Erlenmeyer-Kolben 
ohne Stépsel nétig. 


3. Bei mehreren Bestimmungen ist es bequem, ein Y- oder kamm 
férmiges Glasrohr zu benutzen, dessen Glieder jedes einen Hahn tragen. 
Durch dieses Glasrohr ist die Wasserstrahlpumpe mit 
. den gebogenen Rohren der St6psel der Vd.-Kolben ver 
bunden, wodurch die gleichzeitige Destillation mehrerer 
Kolben erméglicht wird. 
dh 4. MeBkolben von 100 und 50.cem Inhalt. 


5. Gut verstépselte Mischzylinder von 20 ccm. 


6. Je eine Ostwald-Pipette von 1,0 und 1,5 ccm. 
Die Spitze mu8 scharf geschliffen sein und das Di- 
chromatgemisch etwa in 1 bis !/, Minute durchflieBen 
lassen. 

7. Trichter von je 5 und 3cem Durchmesser und 
Glasstabe. 

8. Entfettetes Filtrierpapier. Das  Filtrierpapier 
muB8 ziemlich locker sein, damit das Lésungsmittel 
schnell filtriert werden kann. Es wird in runde Scheiben 
von 7 und 4cm Durchmesser geschnitten, vierfach ge- 

Abb. 1. faltet und in einem Sozhlet-Extraktor 24 Stunden lang 

mit Athylalkohol und ebenso lange mit Athylather aus- 

gezogen. Das Papier wird mit gereinigten Glasstében herausgenommen. 

getrocknet und in einem gut verschlossenen Behalter aufbewahrt. Man 
darf das Papier nicht mit den Handen beriihren. 





‘9. Hitzebestaéndige Gummikappen und -binden. 
10. Ein elektrischer Facher zur vollstandigen Vertreibung des Dampfes. 


11. Ein Metallgestell zur Aufnahme der Oxydationskolben. Dieses 
Gestell besteht aus zwei kreisrunden Platten von 24cm Durchmesser aus 
diinnem Kupfer, durch deren Mitte ein vierkantiger Achsenstab hindurch- 
geht. Die obere Platte hat 16 Lécher von 3cm Durchmesser und kann 
mittels einer kurzen, an dieser befestigten Metallhiilse am Achsenstab auf 
und nieder geschoben und auch festgeschraubt werden. Durch Fixierung 
der oberen Platte in beliebiger Héhe kann man das Gestell auch zum Er- 
warmen der Kolben im Wasserbad benutzen. Man kann auch ein gréBeres 
Gestell von 30cm Durchmesser zur Aufnahme der 24 Oxydationskolben 
fiir gleichzeitig vier Bestimmungen machen lassen. 


12. Ein Wasserbad fiir das Gestell (11). 


13. Eine Mikrobiirette von 2cem, auf welcher 0,01 cem genau ab- 
gelesen werden kann. 
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14. Gut verstépselte Mikrohaématokrite von 1,5cem Inhalt, die in 
0,01 cem eingeteilt sind. 


15. Einige Holzblécke, die in die Zentrifugenrohre passen und in die 
je einige Mikrohaématokrite gesteckt werden kénnen. 


Erforderliche Reagenzien. 


1. Redestillierter, 95°,iger Athylalkohol (Alkohol). 2. Redestillierter 
Athylather (Ather). 3. Petrolather. Dieser wird bei 40 bis 65° C redestilliert. 
4. Redestilliertes, absolutes Aceton (Aceton). 5. Mit Caleiumchlorid ge- 
sittigtes Aceton (CaCl,-Aceton). Etwa 5g reines wasserfreies Calciumchlorid 
werden in einem verstépselten Kolben von 100 ccm mit 30 bis 50 cem ab- 
solutem Aceton bei Zimmertemperatur geschiittelt und das Aceton beim Ge- 
brauch dekantiert. 6. Gesattigte, waisserige Natronlauge. 7. Ungefahr | mol. 
Orthophosphorsaure. 8. 0,1 °%ige wasserige Neutralrotlésung. 9. 0,2 Sige 
Digitoninlésung (Digitonin cryst. Merck) in 85° ,igem Alkohol. 10. Silber- 
dichromatlésung nach Nicloux'. 11. n Kaliumdichromatlésung. 12. Di- 
chromatgemisch (4:1). 40cem Silberdichromatlésung wird vorsichtig mit 
10cem n Kaliumdichromatlésung gemischt und nach Abkiihlung bei 
Zimmertemperatur nach guter St6pselung aufbewahrt. 13. Je eine genau 
n/2,5 und n/25 Kaliumdichromatlésung. 14. Etwa 40°,ige Jodkalilésung 
unter Zusatz eines Tropfens gesattigter Natronlauge auf je 100 cem Lésung. 
15. 1%ige Starkelésung (Kahlbawm) in gesattigter Kaliumchloridlésung. 
16. Eine Lésung von genau n/25 Natriumthiosulfat. Eine Stammlésung 
von ungefahr n/2,5 Lésung wird durch Auflésen von 100 g Natriumthiosulfat 
in 1 Liter destilliertem Wasser hergestellt, in einer dunklen Flasche mit 
Natronkalkverschlu8 aufbewahrt und gegen 10,0cem n/2.5 Kalium- 
dichromatlésung genau titriert. Die Stammlésung wird in einem MeB- 
kolben von 100 ccm verdiinnt oder je nach Bedarf eine beliebige Menge 
hergestellt. Direkt vor der Bestimmung wird dies nochmals gegen 5,0 cem 
n/25 Kaliumdichromatlésung titriert und so die Normalitat gesichert. 


Technisches bei der Ausfiihrung. 


Technisch das Wichtigste bei unserem Verfahren ist die sorgfiltige 
Reinigung der Gerite und die genaue Abmessung des Dichromatgemisches. 
Die Geraite aus Glas, vor allem Oxydationskolben und Stépsel, sowie 
Trichter und Glasstaébe, werden nach mechanischer Reinigung in Chrom- 
schwefelséure, die in einer groBen Porzellanabdampfschale zubereitet 
worden ist, getaucht und auf siedendem Wasserbad 1 Stunde lang erhitzt. 
Nach dieser Behandlung diirfen sie nicht mit Biirsten beriihrt, sondern 
nur griindlich mit Leitungswasser und dann mit destilliertem Wasser ab- 
gespiilt werden. Sie werden zuletzt, streng gegen jeglichen Staub geschiitzt, 
getrocknet. MeS8kolben und Pipetten werden in Chromschwefelsiure ohne 
Hitzeeinwirkung gereinigt. Im iibrigen darf man den Hals eines Kolbens 
oder eines Mischzylinders nie mit den Handen anfassen. 


Was die Abmessung des Dichromatgemisches betrifft, so mu’ man vor 
allen Dingen Leerversuche ohne Erwarmen iiben, bis der Titrierunterschied 
héchstens 0,03 cem n/25 Thiosulfatlésung betragt, aber nie 0.05 cem iiber- 


' Katsura u. Hatakeyama, 1. c. 
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schreitet. Folgende Bemerkungen diirften vielleicht die Handhabung 
erleichtern: Man kennzeichnet irgendeine Stelle oberhalb der eigentlichen 
Marke der gespitzten Ostwald-Pipette und saugt das Dichromatgemisc}, 
stets bis dahin auf. Genau bei der Tangentialbertihrung der Niveauflach: 
mit der eigentlichen Marke wischt man die AuBenseite der Pipette mit 
einem sauberen Tuch ab, 1aBt das Gemisch senkrecht in den Kolben 
flieBen und blaBt den letzten Tropfen geschwind an die saubere Kolben 
wand ab. Die viel spater sich an der Spitze ansammelnde Fliissigkeit 
macht aber nichts aus. Da es ganz und gar darauf ankommt, in die 
miteinander zu vergleichenden Kolben genau dieselbe Menge des Ge 
misches hineinzupipettieren, und da die abgemessene Menge der viskoser 
Lésung bei jeder Pipette etwas verschieden ist, so darf man bei gleich- 
zeitigen Bestimmungen selbstverstandlich nur ein und dieselbe Pipette 
gebrauchen. 


Zur Ausfiihrung der Oxydation werden die Kolben, in die das Dichromat 
gemisch hineinpipettiert worden ist, zuerst lose zugest6pselt und einzeln 
in ein siedendes Wasserbad zum gr6Bten Teil getaucht. Nachdem sich det 
Druck in einigen Sekunden ausgeglichen hat, schlieBt man den St6épsel 
fest zu und dreht den Kolben vorsichtig um, damit sich das Dichromat- 
gemisch mit den Lipoidsubstanzen gleichmaBig gut beriihrt. Man mui 
aber darauf achten, daB es nicht mit dem Stépsel in Beriihrung kommt. 
Darauf werden die Gummikappen und -binden angelegt, alle Kolben ins 
Gestell gesetzt und im siedenden Wasserbad erhitzt. Man kann auf einmal 
so viele Kolben oxydieren, wie das Gestell zulaBt. Die obere Platte des 
Metallgestells wird dabei nicht am Achsenstab festgeschraubt. sondern frei 
gelassen, so daB die Kolben von selbst auf dem Wasser schweben. Wenn 
die zu oxydierenden Kolben nicht geniigen, so soll man unter Benutzung 
leerer Kolben die Schwebekraft korrigieren. Nach Verlauf von 1*/, Stunden. 
wahrend deren das Gestell noch einige Male geschiittelt wird, nimmt man 
dieses heraus und kann es u. U. iiber Nacht stehenlassen. Besondere Ab- 
kiihlung in Wasser ist jedenfalls nicht nétig. Direkt vor dem Titrieren des 
einzelnen Kolbens setzt man unter sanftem Riihren 20 bis 30 cem destilliertes 
Wasser und | ccm 40° ige Jodkalilésung zu und titriert mit n/25 Thiosulfat- 
lésung aus einer Mikrobiirette, bis ein scharfer Farbenumschlag der Jod- 
starke durch 0,01 cem n/25 Thiosulfat auftritt. 


1. Bestimmungen des Vollbluts. 


Das Blut wird in ein kleines Reagensréhrchen mit etwa 10 mg Natrium- 
citrat aufgefangen, gut verriihrt und 1,0cem davon mit einer MeBpipette 
in einen 300-cem-Erlenmeyer-Kolben ohne Stépsel abgemessen. Die Pipette 
wird mit 1 cem physiologischer Kochsalzlésung nachgespiilt und dies auch 
in den Kolben getan. Man setzt 60ccm Alkohol und 30 ccm Ather nach- 
einander hinzu, lést die Koagulate mit einem Glasstab gut von der Wand 
und vom Boden des Kolbens ab und zerkleinert sie méglichst fein. Nach 
Verlauf 1 Stunde oder mehr, waihrend man den Kolben wiederholt schiittelt. 
wird der Alkohol-Ather durch entfettetes Filtrierpapier von 7em Durch- 
messer in einen MeBkolben von 100 cem filtriert und zuletzt das Filtrier- 
papier sachte ausgepreBt. Der Riickstand samt dem Filtrierpapier wird 
in den Kolben zuriickgebracht. 10 cem Alkohol-Ather (2: 1) zugesetzt und 
unter Schiitteln bis zum Sieden erwarmt. Dann wird durch ein neues 
Filter in denselben MeBkolben filtriert, mit ein wenig Alkohol-Ather 
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nachgewaschen und der MeSkolben bei Zimmertemperatur aufgefiillt. 
Von diesem Alkohol-Atherextrakt werden 30cem zur Ermittlung der 
Gesamtlipoide, der Phosphatide und des freien Cholesterins in einen 
Vd.-Kolben und gleichzeitig 20 cem zur Ermittlung des Gesamtcholesterins 
in einen Verseifungskolben pipettiert. 


a) Gesamtlipoide. 


Der Alkohol-Ather im Vd.-Kolben wird unter vermindertem Druck 
etwa bei 50° C abgedampft. Dabei mu8 man durch Regulierung der Wasser- 
strahlpumpe dafiir sorgen. daB die Fliissigkeit nicht zu hoch an die Kolben- 
wand spritzt. Der abgedampfte Rest wird dann durch etwa 8 ccm wasser- 
gesittigten Ather unter leichtem Erwarmen gelést, wobei die ganze Kolben- 
wand vorsichtig und wiederholt vom Ather bespiilt werden muB8B. Man 
fiigt noch etwa 0,3. cem destilliertes Wasser zu und schiittelt ganz sanft. 
Der klare Ather wird mittels eines Glasstabs und eines Trichters, aber ohne 
Filtrierpapier, in einen verst6pselten Mischzylinder dekantiert. Wassertropfen, 
welche Verunreinigungen, vor allem Salze, enthalten, diirfen nicht mit de- 
kantiert werden. Der Vd.-Kolben wird noch zweimal mit je 3 bis 4 ccm 
Ather nachgespiilt, dekantiert und zuletzt der Kolbenhals auch mit Ather 
gespiilt. Man fiillt den Zylinder bei Zimmertemperatur mit Ather bis 15,0 cem 
auf und mischt gut bei fest verschlossenem Stépsel. Von diesem Ather- 
extrakt werden 5,0cem in einen Oxydationskolben pipettiert. Dieser 
enthalt die Gesamtlipoide von 0,1 cem Blut (@). 


b) Entfernung der Phosphatide. 


Der iibriggebliebene Ather im Mischzylinder wird in einen 50-ccem- 
Kolben ohne Stépsel iibergefiihrt, der Zylinder mit Ather nachgewaschen 
und der ganze Ather bis auf etwa lcem eingedampft. Man setzt etwa 
5eem Aceton zu, dampft wieder bis auf 1 cem ab, setzt noch etwa 10 cem 
CaCl,-Aceton hinzu und schiittelt einige Male. Die Phosphatide setzen 
sich allmahlich als flockiger Niederschlag ab. Nach '/, Stunde oder mehr 
wird dies durch ein entfettetes Filtrierpapier (4cm Durchmesser) in einen 
Kolben filtriert und zweimal mit je 2 bis 3 cem CaCl,-Aceton nachgewaschen. 
Das Acetonfiltrat mu ganz klar sein. Wenn das Filtrat  getriibt 
ist, was bei sehr hohem Phosphatidgehalt geschehen kann, dampft man 
das Aceton etwa bis zu 5cem ab, fiigt 10 c¢cem CaCl,-Aceton hinzu 
und filtriert nochmals nach einer weiteren '/, Stunde durch dasselbe 
Filtrierpapier. 


Das Acetonfiltrat wird auf dem Wasserbad bis zur Trockne abgedampft 
oder abdestilliert. Inzwischen darf sich das Aceton durch Sattigung mit 
dem Caleiumchlorid ein wenig triiben. Man lost die getrocknete Masse mit 
etwa 5cem Ather unter Erwarmung, setzt etwa 0,3 ccm destilliertes Wasser 
zu und schiittelt dies, wodurch sich die Lipoidsubstanzen in Ather und 
das Calciumehlorid in Wasser lésen. Der klare Ather wird von den Wasser- 
tropfen ab in einen Mischzylinder dekantiert und zweimal nachgewaschen. 
Der Mischzyvlinder wird bis auf 10.0 cem aufgefiillt und der Ather bei zu- 
gehaltenem Stépsel gut gemischt. Von diesem Atherextrakt werden 5,0 cem 
in einen Oxydationskolben pipettiert, die dann phosphatidfreie Lipoid- 
substanzen, namlich freies Cholesterin + Cholesterinester + Neutralfette 
von 0,1 cem Blut enthalten (0). 
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c) Entfernung des freien Cholesterins. 


Der Rest des Atherextraktes im Mischzylinder wird in einen Kolben 
gegossen und der Zylinder nachgespiilt. Man setzt 5cem Aceton und 1 cem 
0,2°% ige Digitoninlésung in 85°%igem Alkohol hinzu und erwarmt aut 
dem Wasserbad auf 65 bis 70°C. Zur Schnellfaillung des Cholesterin- 
digitonids sind Aceton und Wasser nétig!. Nach unseren Erfahrungen ist zu 
viel Wasser schidlich, da dann das spatere Atherausziehen sehr erschwert 
wird, wahrend zu wenig Wasser die Digitonidfallung verzégert. Wir finden, 
daB sich die in 1 cem 80- bis 90° igem Alkohol enthaltene Menge Wasser 
am besten dazu eignet. Das Digitonin wird deshalb in 85°,igem Alkoho! 
gelost. 


Durch das obige Verfahren verbindet sich selbst eine ganz geringe 
Menge Cholesterin schnell mit Digitonin. Nach dem Verdampfen des 
gr6Bten Teiles der Flissigkeit in etwa 10 bis 15 Minuten steigert man die 
Temperatur des Wasserbads und trocknet den Inhalt des Kolbens. Zu 
langes Erhitzen nach dem vollstandigen Trocknen ist dabei zu vermeiden. 
Der getrockneten Masse setzt man etwa 8ccm Ather zu und last 
im Wasserbad sanft sieden, wobei sich Cholesterinester und Neutralfette 
darin lésen, wihrend Digitonid und Digitonin ungelést bleiben. Der Ather 
wird in einen Oxydationskolben durch ein Filtrierpapier (4 em Durchmesser ) 
filtriert und das Ausziehen noch zweimal mit je 3cem Ather wiederholt. 
Das Filtrat, das ganz faserfrei sein muB, enthalt Cholesterinester + Neutral- 
fette von 0,1 cem Blut (ce). 


d) Verseifung und Entfernung des Gesamtcholesterins. 


Die Verseifung und Entfernung des Gesamtcholesterins kann zusammen 
mit dem obigen Verfahren ausgefiihrt werden. Man fiigt 20 cem Alkohol- 
Atherextrakt im Verseifungskolben (s. oben) einen Tropfen gesittigter 
Natronlauge hinzu und verseift auf dem siedenden Wasserbad. Nach dem 
Abdampfen und Trocknen des Alkohols setzt man 1 ccm 1 mol. Phosphor- 
siure, 1 Tropfen 0,1 %iger Neutralrotlésung* und etwa 8 ccm Petrolather 
zu, erwarmt auf dem Wasserbad und schiittelt energisch bei zu- 
gehaltenem Stépsel. Wenn sich der Petrolaither in einigen Minuten von 
der gefarbten Schicht der Phosphorsaéure vollstandig getrennt hat, wird er 
von letzterer in einen Kolben abdekantiert und so noch zweimal mit 
je 3cem Petrolither ausgezogen und dekantiert. Der Petrolither wird 
dann abgedampft und nochmals in etwa 8cem Ather gelést. Dann wird 
durch ein Filtrierpapier (4 cm Durchmesser) in einen Mischzylinder filtriert. 
nachgespiilt und der Zylinder bei Zimmertemperatur bis auf 10,0 cem auf- 
gefiillt. Von diesem Atherauszug werden 5,0ccm in einen Oxydations- 
kolben pipettiert. Er enthalt Gesamtcholesterin und -fettséuren von 
0,leem Blut (d,). Der Rest des Atherauszugs im Mischzylinder wird in 
einen Kolben gegossen und nachgespiilt. Man setzt 5ccm Aceton und 
leem 0,2 %ige Digitoninlésung zu und verfahrt genau so wie heim freien 
Cholesterin. Der Atherauszug aus dem Digitonid wird in einen Oxydations- 
kolben filtriert (d,). Alle Oxydationskolben (a) bis (d,) werden auf dem 


1 Uber die Schnellfallung des Cholesterindigitonids siehe Osato u. Heki, 
J. of biol. Chem. 87, 541, 1930. — * Boyd wendet nach McLachlan eine 
Phenolrotlésung an. J. of biol. Chem. 101, 323, 1933. 
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\Vasserbad von etwa 50 bis 60°C abgedampft oder abdestilliert und 
durch Luftstrom mittels des elektrischen Fachers einige Minuten lang 
vetrocknet. Dann werden sie zusammen mit drei Blindversuchen durch 
|.5ceem Dichromatgemisch oxydiert und mit n/25 Thiosulfatlésung 
titriert. 

Berechnung. Es seien a, b, ¢, d,, d, und B 1 bzw. die titrierte Menge 
n/25 Thiosulfat (ccm) fiir den betreffenden Kolben. Dann sind: 


(b—a).0.4 100 


Phosphatide 3 82 01 (b—a) . 142 mg-°, 4 
te ee (ce — b).0,4 100 pid ‘ - 
treies Cholesterin 3.92 : 0.1 = (c—b) . 102 mg-°,. 


(d, —d,)-0,4 100 


CGesamtcholesterin = (d,—d,) . 102 mg-°, 


3,92 0,1 
verestertes pao eee es 0 + eer 
Chsksterin j = Gesamtcholesterin — freies Cholesterin, 
Cholesterinester = verestertes Cholesterin mal 1,62, 
Neutralfett | (221 c)-0,4~ We. crctecterinetermal 3:00) 
Neutralfette = —¢€)+0.4+ — Cholesterinester mal 3,92 
— 0,1 , 3,60 
j ‘ ° ! 1 oO 
= | (B 1—c). 1000 —Cholesterinester mal 9,8 | « 9 mg-°% 
und Gesamtlipoide = Phosphatide + freies Cholesterin + Cholesterinester 


+ Neutralfette. 


Wenn man ohne Ermittlung der einzelnen Bestandteile den annahernden 
Gesamtlipoidgehalt allein finden will. kann man ihn nach folgenden Formeln 
berechnen. Die Reduktionszahl der Gesamtlipoide ist etwas verschieden, 
je nachdem es sich um Vollblut, Plasma oder Kérperchen handelt. Sie bleibt 
aber ziemlich konstant und betragt bei Vollblut annaihernd 3,40, bei Plasma 
3.50 und bei Kérperchen 3,20. Die Fehlerbreite liegt jedenfalls innerhalb 
von + 3%. 


Gesamtlipoide = (B 1 es, iat 118mg-°,, bei Vollblut 
resamtlipoide = ( a)- 3.40.01 > ~t). mg-", ber Voliblut, 
0,4 . 100 ; 
a= f ‘ s (ite). 7.0 11 Plasma. 
(B 1—a) 3.50.01 (B 1—a).114mg-°,, bei Plasma 
0,4 . 100 ; 
= (B 1l—a). = (B l1—a). 125mg-°, bei 


5,20. 0,1 Blutkérperchen. 

Man kann auch von Anfang an 0,1 cem Blut oder Plasma mit 10 cem 
Alkohol und 5ecem Ather ausziehen, nach Verdampfen des filtrierten 
Extraktes im Vd.-Kolben den Rest nochmals in wassergesittigtem Ather 
lésen und den ganzen, von Wassertropfen befreiten Atherextrakt zur Be- 
stimmung der Gesamtlipoide verwenden. Diese Gesamtlipoidbestimmung 


' Uber die Reduktionszahl der Phosphatide vgl. unsere letzte Arbeit, |. c. 
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ist ganz einfach und eignet sich zum schnellen Erkennen des annahernden 
Blutfettgehalts. 

Anmerkung. Wenn der Gesamtlipoidgehalt des Blutes weniger a| 
800 mg-°,, betragt, geniigt zur Oxydation schon 1 cem Dichromatgemisc}), 
obwohl 1,5cem natiirlich durchaus nicht schadet. Wenn der Gesamt 
lipoidgehalt des Blutes dagegen iiber 1200 mg-°,, betragt, reicht 1,5 cen 
Dichromatgemisch nicht aus. In diesem Falle werden ein oder einige Kolbe: 
bei dem zum Druckausgleich vorgenommenen Erwarmen des Dichromat 
gemisches ganz griimlich. Man kann die Bestimmung dadurch retten, 
da8 man in jeden Kolben noch leem Dichromatgemisch gibt. Wenn 
man dadurch erkennt oder von Anfang an wei, daB sehr hohe Hyper- 
lipoidimie vorliegt, so beginne man aufs neue oder von Anfang an mit 
der halben Menge, d.h. 15 bzw. 10 ecm Alkohol-Atherextrakt des Blute- 
und multipliziere die gewonnenen Werte, natiirlich (6 1—c) auch, mit 2. 
Die zweite Bestimmung wird daher besser nicht gleichzeitig mit der ersten, 
sondern erst nach deren Beendigung ausgefiihrt. Wenn keine Hyperlipoid 
amie vorliegt, pipettiert man zur zweiten Bestimmung 20cem Alkohol 
Atherextrakt in einen Verseifungskolben und gieBt den Rest im Mel}- 
kolben in einen Vd.-Kolben iiber. 


2. Bestimmungen des Blutplasmas und der Blutkérperchen. 


Die Bestimmung des Lipoidgehalts des Blutplasmas oder -serums 
kann man genau so wie beim Citratvollblut ausfiihren, sie bedarf deshall 
keiner weiteren Besprechung. 

Wenn man den Lipoidgehalt des Plasmas und der Kérperchen gesondert 
bestimmen will, so tut man je etwa 1 bis 1,3. cem Citratblut in zwei ve 
st6épselte Mikrohamatokrite und zentrifugiert sie 30 Minuten lang bei 3000 Um- 
drehungen. Nach genauem Ablesen des Volumens des Plasmas und der 
Koérperchen in beiden Haématokriten bringt man das Plasma mit eine! 
kleinen, ganz diinnen Gummisaugpipette mdglichst vollstandig in ein 
anderes Reagensréhrchen und pipettiert 1,0 cem davon in einen 300-cem 
Kolben zum Ausziehen. Den Kérperchen wird je etwa 1 cem physiologischer 
Kochsalzlésung zugesetzt, dann wird gut gemischt und nochmals zentrifugiert. 
Die Kochsalzlésung wird mit der Pipette weggenommen. Die Kérperchen 
werden mit der Pipette in einen 300-cem-Kolben iibergefiihrt, die Hamato- 
krite portionsweise, das ganze mit lecm physiologischer Kochsalzlésung 
nachgespii!t und auch dies in den Kolben getan. Sie werden mit 60 ccm 
Alkohol und 30 cem Ather ausgezogen und genau so wie beim Vollblut oder 
Plasma weiter behandelt. Bei der Berechnung dividiert man die gewonnenen 
Werte durch k, wobei k die Summe der abgelesenen Volumina (ecm) der 
K6rperchen in beiden Hiaimatokriten bedeutet. 


Wenn nun der Lipoidgehalt des Plasmas und der K6érperchen so be- 
stimmt worden ist, kann man auch ohne direkte Bestimmung den des 
Vollbluts nach folgender Formel berechnen: 


yi PP + kK 


J 
pt+k 


, 


wobei V, P und K den Lipoidgehalt des Vollbluts, des Plasmas und der 
K6rperchen, p und k das abgelesene Volumen (cem) des Plasmas und der 
K6rperchen bedeuten. 
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Beispiel. Morgens niichtern entnommenes Blutplasma einer gesunden 
Frau. Oxydation mit 1 eem Dichromatgemisch. 


Erste Bestimmung: 
Bl = 8,56, 8,58 und 8,58 (als 
8.58 genommen). 


a = 45,33, 6 = 6,19, 
c = 6,56, d, = 5,64, 
d, = 6,84. 
Phosphatide. . . . = 122,12 mg/dl 
freies Cholesterin. . = 37,74. ,, 
Gesamtcholesterin . = 122,40 
verestertes Chole- 

Stern. 4... . so = BEC ,, 
Cholesterinester = 237,15. -. 


Neutralfette . . . = 75,10 

Gesamtlipoide 
(Summe)....== 372, ,, 

Gesamtlipoide (114) = 370,50 _ ,, 


Zweite Bestimmung: 


B 1 = 8,46, 8,45 und 8,48 (als 
8,46 genommen). 


a = 5,12, 6 = 6,00, 

c = 6,38, d, = 5,45, 

dy = 6,70. 

Phosphatide. . . . = 124,96 mg/dl 
freies Cholesterin = 38,76 


Gesamtcholesterin = 127,50 
verestertes Chole- 

sterm .... .= 88,74 
Cholesterinester . = 143,76 
Neutralfette . . . = 74,57 
Gesamtlipoide 

(Summe) . . = 382,05 
Gesamtlipoide (114) = 380,76 





In der Tabelle I sind noch die Ergebnisse einiger Bestimmungen 
zusammengestellt. Weitere Ergebnisse werden in anderen Arbeiten 
veréffentlicht werden. 

Zusammenfassung. 

Kine indirekte, gleichzeitig fiir Phosphatide, freies Cholesterin, 
verestertes Cholesterin bzw. Cholesterinester und Neutralfette des 
Blutes, des Blutplasmas und der Blutkérperchen geeignete Bestimmungs- 
methode wird mitgeteilt, die unter Benutzung unserer friiheren Methoden 
ausgearbeitet worden ist. Das Verfahren ist im Vergleich mit den bis- 
herigen Methoden sehr viel einfacher und erfordert weniger Material 
und weniger Zeit zur Ausfiihrung. Doppelbestimmungen liefern gut 
iibereinstimmende Ergebnisse ; die Fehlerbreite liegt innerhalb von —- 5°). 
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Uber dynamische Wirkungen von Aminosiuren auf einzelne 
Organfunktionen und den Lungengaswechsel beim Menschen. 
Von 
Joachim Schubert. 

Aus den seminaristischen Uhungen fiir pathologische Physiologie an der 
Universitat Berlin.) 

(Eingegangen am 12, Februar 1954.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die Erfahrung lehrt, daB gar nicht so selten im Stoffwechsel der 
organischen Substanz Zwischen- oder Endprodukte gebildet werden, die 
wahrend ihrer Anwesenheit im Kérper, d. h. bis zu ihrer weiteren Ver- 
wendung im Organismus oder ihrer Ausscheidung aus demselben be- 
stimmte dynamische Wirkungen im Sinne der Beeinflussung von Organ- 
funktionen oder des Stoffwechsels ausiiben. Hierin gehéren nicht nur 
die Produkte innersekretorischer Driisen, die Hormonbildung im 
engeren Sinne, nicht nur die Bildung von Sekretinstoffen und Ferment- 
aktivatoren, sondern auch andere Substanzen, die, wie schon gesagt, 
entweder Ubergangsverbindungen oder Abfallprodukte beim  Stoff- 
umsatz darstellen. Alles, was hierher gehért, laBt sich unter dem all- 
gemeinen Gesichtspunkt zusammenfassen, da beim Stoffwechsel als 
Zwischen- oder Endprodukte Kérper auftreten, deren Bedeutung sich 
nicht einfach in ihrer Beziehung zum Stoffumsatz erschépft, sondern 
die in der Hauptsache oder nebenbei noch besondere dynamische 
Wirkungen direkt oder indirekt ausiiben. 

Angesichts der zentralen Stellung, die die Aminoséuren im Eiweib- 
umsatz beim Anbau und Abbau einnehmen, und angesichts der Er- 
fahrung, daB unter pathologischen Verhaltnissen Aminosauren in ab- 
normer Menge im Blut kreisen kénnen, verlohnt es sich wohl, der Frage 
nachzugehen, in welchen Richtungen Amine und Aminosaéuren dyna- 
mische Wirkungen ausiiben kénnen. 

ZweckmaBig teilen wir diese Wirkungen ein in: 

I. Dynamische Wirkungen auf einzelne Organfunktionen. 
II. Dynamische Wirkungen auf den allgemeinen Stoffumsatz. 


I. Dynamische Wirkungen auf einzelne Organfunktionen. 
Es ergibt sich aus der Literatur iiber die dynamische Wirkung von 
Aminosauren auf einzelne Organfunktionen folgendes: 
1. Einzelne Aminosaéuren wie Glykokoll, Alanin, Cysteinchloridhydrat, 
Histamin und Aminoséuregemische wirken bei enteraler Zufuhr als Erreger 
Biochemische Zeitschrift Band 269. 16 
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der Magensaftsekretion. Carnosin, /-Alanin, Histidin, Carnitin und Methy!- 
guanidin wirken bei parenteraler Zufuhr im Sinne von Sekretinstoffe: 
| Bickel (1), Ivy und Javois (2), Korchow (3), Tagawa (4)}. 

2. Die Anfangsglieder der aliphatischen Aminoséuren wie Glykokol! 
Alanin, Valin, Leucin in Konzentrationen von 0,5 bis 1°,, bewirken Vasodila 
tation und Tonusfall der glatten Muskulatur iiberlebender Organteile, wic 
ganzer Organe beim Kalt- und Warmbliiter, wahrend das Anfangsglied de: 
aromatischen Aminoséuren Phenylalanin, in gleichen Konzentrationen ohne 
EinfluB ist | Browha (5), Nakamura (6), Frédéricg und Brouha (8), Russo (9). 

3. Die genannten Anfangsglieder der aliphatischen Aminosauren, wie 
auch Phenylalanin, das Anfangsglied der aromatischen Aminosaéuren, 
wirken in Konzentrationen unter 1°, steigernd, iiber 1°, herabsetzend 
auf den Tonus der Herzmuskulatur des Kaltbliiters |Lussana (10)]. 

4. Die genannten Anfangsglieder der aliphatischen Aminoséuren in 
Konzentrationen von | bis 2°, bewirken Vasodilatation der Kranzgetabe 
und Verstaérkung des Herzschlages beim Warmbliiter, wahrend das Anfangs- 
glied der aromatischen Aminosdéuren, Phenylalanin den Herzschlag nicht 
verstarkt, sondern nur eine Vasodilatation bewirkt | Frédéric (11)]. 

5. Glykokoll, Valin in Konzentrationen von 0,5 g pro Kérperkilogramm 
in 3 Minuten injiziert, bewirkt beim Warmbliiter geringe Blutdrucksenkung. 
Glykokoll, Valin, Alanin und Leucin, in Konzentrationen von 0,5 g pro 
K6érperkilogramm in 3 Sekunden injiziert, bewirken beim Warmbliite: 
voriibergehende starke Blutdrucksenkung [ Brouha (5). 

6. Amine haben anfangs erregende, spater lahmende Wirkungen auf 
die glatte Muskulatur des Kalt- und Warmbliiters [Orient (7)]. 

Ich habe nun im AnschluB an diese in der Literatur niedergelegten 
Beobachtungen den EinfluB von mehreren Aminen und Aminosauren 
wie auch von Gemischen dieser Kérper auf den in Ringerlésung suspen- 
dierten Diinndarm des Meerschweinchens untersucht. Meine Experi- 
mente sind zum Teil Bestaétigungen von Bekanntem. Neu aber ist 
die Feststellung der eben wirksamen Konzentration der Ringerlésung 
an motorisch wirksamen Aminen, Aminoséuren und Gemischen der- 
selben, neu ist auch der Nachweis, daB Trimethylamin eine auBer- 
ordentlich starke tonussteigernde Wirkung auf die glatte Muskulatur 
hat, die in ihrer Starke durchaus mit derjenigen des Histamins kon- 
kurriert. 

Experimenteller Teil. 
Methodik. 

Einem frisch getéteten Meerschweinchen wurden jeweils etwa 5 cm 
kotfreier Diinndarm entnommen, in 100 cem einer 39°C warmen Ringer- 
lésung suspendiert und in der iiblichen Weise mit dem Kymographion 
verbunden. Nach etwa '/,; Minute hatte sich das durch die unvermeidlichen 
vorangegangenen Manipulationen etwas erschiitterte Darmstiick wieder 
erholt und fiihrte regelmaBige Pendelbewegungen aus, die auf der in gleich- 
férmige langsame Bewegung (eine Umdrehung in 2 Minuten) versetzten 
Schreibtrommel des Kymographions aufgezeichnet wurden. Der Nahr- 
lésung wurden nun Aminoséuren in bestimmten Konzentrationen zugesetzt 
und ihr Einflu8 auf den Muskeltonus und die Pendelbewegung graphisc): 
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egistriert. Zur Untersuchung gelangten in Konzentrationen von 1/999 bis 
‘9° Von aliphatischen Aminosduren: 

Glykokoll, leicht wasserléslich (Aminoessigsiure), 

d-Alanin, leicht wasserléslich (z-Aminopropionsaure), 

d-Valin, schwerer wasserléslich (Aminoisovaleriansaure), 


|-Leucin, wasserléslich 1:45 bei + 20° C (x-Aminoisobut ylessigsaure). 

|-Asparaginsaure, wasserléslich 1: 222 bei + 20°C (Aminobernstein- 
saure), 

d-Glutaminsaure, wasserléslich 1: 100 bei + 16° C (Aminoglutarsaure), 

|-Asparagin, wasserléslich 3,1: 100 bei + 17°C . 


Von aliphatischen Aminen: 
Trimethylamin aus der Cholingruppe. 
Von aromatischen Aminen zum Vergleich: 
Histamin (/-Imidazolylathylamin). 
Ferner priifte ich zwei Aminosduregemische, die durch Saurehydrolyse 
mit nachfolgender Reinigung aus nativem EiweifS gewonnen worden waren. 


Protokolle. 


1. In der ersten Versuchsreihe wurde der Nahrlésung zuerst 0,1 com 
einer 1°, igen Lésung Glykokoll zugesetzt, so daB der Darm in einer '/so9 °, 
isotonischen Glykokollésung sich befand. Die ununterbrochen aufgezeichnete 
Tonus- und Bewegungskurve des Darms lieB keine Anderung erkennen. 
Es ist also Glykokoll in '/j99° iger Konzentration ohne jeden mit den 
verfiigbaren Mitteln erfaBbaren Einflu8 auf den Tonus. wie auch auf die 
Pendelbewegung des iiberlebenden Meerschweinchendarms. Nachdem 
eine sich iiber eine Runde erstreckende Kurve des Versuchs vollendet war. 
wurde das Kymographion angehalten, das Kurvenblatt durch ein neues 
ersetzt und die Suspensionsfliissigkeit entleert, GefiB und Darm mit 
frischer Nahrlésung ausgewaschen und danach mit frischer Nahrlésung 
wieder versorgt. Nachdem sich gezeigt hatte, daB der Darm wieder regel- 
maBige Pendelbewegungen ausfiihrte, wurden 0,5 ccm einer 1°, igen Lésung 
Glykokoll zugesetzt, so daB nunmehr der Darm in einer 4/9 °jigen iso- 
tonischen Glykokollésung sich befand. Die zweite Halfte der Kurve zeigte 
auch bei diesem Versuch gegen die erste Halfte keine Veranderung, was 
besagt, daB Glykokoll in '/s9)°4iger Konzentration auf unser Objekt ohne 
wahrnehmbaren EinfluB blieb. Die gleichen Ergebnisse lieferten die Versuche 
mit Glykokoll in "/:99-. 3/199-. °/199 °oigen Konzentrationen. 

2. In der zweiten Versuchsreihe wurde d-Alanin verwendet. Es wurden 
die gleichen Ergebnisse wie in der ersten Versuchsreihe mit Glykokoll 
festgestellt. Alanin in '/:999-, "/so9-s */100-> 3/109 UN °/199 °oigen Konzentra- 
tionen ist auf Tonus- und Pendelbewegung des iiberlebenden Meer- 
schweinchendarms ohne Einflu8. 

3. Die dritte Versuchsreihe wurde mit d-Valin ausgefiihrt. Die Kon- 
zentrationen von */i9 und */i9°, bewirkten einen langsamen und wenig 
verstarkten Einflu8 auf den Tonus und die Pendelbewegung, der erst 
wahrnehmbar wurde, nachdem die Schreibtrommel eine zweite ganze 
Umdrehung vollendet hatte. 

4. Die angeschlossene vierte Versuchsreihe mit l-Leucin, von dem eine 
deutlichere Wirkung erwartet wurde, lieferte das gleiche Ergebnis wie die 
Versuchsreihen 1 und 2, d.h. I-Leucin hat ebenso wie Glykokoll und 
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d-Alanin in Konzentrationen von !/s999 bis °/i9)°o keine Wirkung aut Tonus- 
und Pendelbewegung des tiberlebenden Meerschweinchendarms. 

5. Eine deutlichere Veranderung wurde indessen in der fiinften Ver 
suchsreihe mit |-Asparaginséure in °/i)°,iger Konzentration festgestellt 
Gleich nach der Zugabe von 5ccem 1°,iger Lésung von |-Asparaginséur: 
erfolgten geringer Tonusanstieg und Nachlassen der Pendelbewegungen, 
denen wiederum Tonusabfall und Zunahme der Pendelbewegungen folgten 
Letztere sistierten alsbald bei weiterem Tonusabfall. 


6. Nachdem sich bisher mit steigender Konzentration eine schnellere 


Wirksamkeit eingestellt hatte, brachte d-Glutaminsdure in der sechsten 
Versuchsreihe eine wiederholt nachgepriifte Ausnahme. In der Konzentra 
tion von '/y99 UNd !/s99°, ist diese Verbindung auf Tonus- und Pende!| 





Abb. 1. 

bewegung ohne EinfluB. In einer Konzentration von !/1°,, indessen tritt 
schnell und deutlich Tonussenkung mit sistierender Pendelbewegung ein 
(Abb. Ll). Aber nun wird mit steigender Konzentration von 3 
5999 die Wirkung nicht analog beschleunigt, sondern verlangsamt. In 
beiden Fallen tritt langsam Tonussenkung und Sistieren der Pendel 
bewegung ein. 

7. Die bereits im vorangegangenen sich mehrfach andeutende Tatsache 
eines verschiedenen Einflusses der aliphatischen Aminoséuren auf Tonus- 


199 “Und 





Abb. 2. 


und Pendelbewegungen wird in der siebenten Versuchsreihe mit l-Asparagin 
erneut dokumentiert. In Konzentrationen tiber !/ 9°, wird voriibergehend 
eine langsame Tonussenkung beobachtet, die bald wieder zur urspriinglichen 
Hohe ansteigt, wihrend die Pendelbewegung nicht beeinfluBt wird. 

8. In der achten Versuchsreihe wurde die bisher gewahrte aufsteigende 
Reihe der in dynamischer Hinsicht zu untersuchenden aliphatischen Amino- 
sauren nicht beibehalten, da diese Produkte nur schwer léslich und nut 
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iit komplizierten Methoden erst aufgearbeitet werden miissen, z. B. Betain 
aus dem Betainchlorhydrat. Ob sie deshalb nicht im Haushalt des Organis- 
mus eine groBe Rolle spielen, ist damit allerdings nicht gesagt. Es wurde 
daher mit einem Spaltprodukt des Betains, dem = aliphatischen Amin 
l'rimethylamin, aus der Cholingruppe gearbeitet. Schon bei einer Kon- 
zentration von !/i99°, stieg der Tonus erheblich und schnell an, indem 
der Abstand der Kurve von der Abszisse die etwa vierfache Héhe der 
Anfangskurve erreichte. Die anfanglich auch verstarkten Pendelbewegungen 
sistierten dagegen sehr bald (Abb. 2). Mit steigenden Konzentrationen 
wurden die eben geschilderten Wirkungen so verstarkt, daB eine graphische 
Registrierung wegen der Schleuderbewegung des Hebels nicht mehr méglich 
war. Das etwa auf ein Viertel seiner Anfangslainge kontrahierte Darm- 





Abb. 3. 


stiick konnte auch nach mehrfachem Auswaschen nicht aus seinem spasti- 
schen Zustand gelést werden. 

9. Zum Vergleich dieser Wirkung mit der bekannten des Histamins 
diente die neunte Versuchsreihe. Bereits in einer Konzentration von !/ 999 °5 
zeigte sich die doppelt so starke, sonst gleiche Wirkung auf den Tonus 
wie die des Trimethylamins. Wirkungen héherer Konzentration lieBen 
sich aus bekannten Griinden nicht mehr registrieren. Zum Unterschied 
gegen Trimethylamin wurden bei Histamin auch die Pendelhewegungen 
verstarkt. Ferner war ein Auswaschen erfolgreich ! 

Hiermit wurden die Versuchsreihen mit einzelnen, rein dargestellten 
Aminoséuren und Aminen abgeschlossen, um zunachst noch mit dem 
gleichen Objekt nach der gleichen Methodik zwei Versuchsreihen durch- 
zufithren, die etwa als Vorstudium zu dem zweiten Teil dieser Arbeit iiber- 
leiten. Da bei der iiblichen Ernahrung und dem Stoffumsatz nie einzelne 
Amine oder Aminoséuren, sondern immer nur Gemische in Frage kommen, 
habe ich auch einige Versuche iiber die Wirkung derartiger Gemische auf 
den tiberlebenden Meerschweinchendarm ausgefiihrt. Ich verfiigte tiber 
zwei aus Eiweibhydrolyse gewonnene Aminosiuregemische : 

Substanz I, Kin Gemisch reiner Aminosiéuren, durch EiweiBhydroly- 
sierung aus PflanzeneiweiB dargestellt, wei, pulverférmig, wasserléslich, 
mit einem Gehalt von 13,6°, N auf 100g Substanz. 

Substanz II. Kin Gemisch von Aminoséuren, ebenso dargestellt, aber 
nicht ganz rein, braun, pastendhnlich, wasserléslich, mit einem Gehalt 
von 16,8°, N auf 100g Substanz. 

Von diesen Gemischen wurden Lésungen in bestimmten Konzentra- 
tionen verwendet. 
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10. Die zehnte Versuchsreihe wurde mit Gemisch I, wei®, eréffnet 


Konzentrationen von !/jo bis 3/;99° 9 zeigten sich auf Tonus- und Pendel 


bewegung des Meerschweinchendarms ohne jeden Einflu8. Bei einer Kon 
zentration von 5/i9°, stieg der Tonus deutlich und schnell, indem de: 
doppelte Anfangsabstand von der Abszisse erreicht wurde, wahrend dix 
Pendelbewegungen unverandert blieben (Abb. 3). 

11. Die elfte Versuchsreihe wurde mit Gemisch LI, braun, abgeschlossen 
Erst die Konzentration von 5/19)°. zeigte ein geringes und langsames An 
steigen des Tonus. 5 

In der tabellarischen Ubersicht (Tabelle 1) sind die Ergebnisse de: 
bisherigen Versuche zusammengestellt. 

Es wurde also gefunden, daB in aufsteigender Aminosaurenreihe 

1. Glykokoll, d-Alanin und |-Leucin in Konzentrationen von 
‘ovo DiS 5/199 % auf Tonus- und Pendelbewegungen ohne EinfluB sind; 

2. d-Valin in Konzentrationen von 3/j99 und 5/19) °%, auf Tonus und 
Pendelbewegungen von langsam- und schwach-positivem Einflu8 sind; 

3. 1-Asparaginséure und d-Glutaminséure in Konzentrationen von 
' 100% an den Tonus herabsetzen und die Pendelbewegung zum Sistieren 
bringen; 

4. 1-Asparagin in Konzentrationen von '/j9)°% an den Tonus vor- 
iibergehend herabsetzt, wahrend die Pendelbewegung unbeeinflubt 
bleibt; 

5. Trimethylamin bereits in Konzentrationen von !/j99)% den 
Tonus schnell und stark steigert und die Pendelbewegungen nach 
anfanglicher Verstaérkung schnell zum Sistieren bringt, wahrend Histamin 
letztere ebenfalls steigert. Trimethylamin scheint auBerdem von einer 
giftigen Wirkung zu sein. Die verschiedene Wirkung auf Tonus und 
Pendelbewegung wird ferner bei ihm gezeigt. 

Uber die Wirkung von Aminosauregemischen wurde festgestellt, dai 

a) Gemisch I in Konzentrationen von */j9)°% an deutliche Tonus- 
steigerung bewirkte, aber die Pendelbewegung unbeeinfluBt lieB: 


b) Gemisch If in Konzentrationen erst von 5/19),°%, an langsames 
und schwaches Ansteigen des Tonus bewirkte, wahrend die Pendel- 
bewegung wieder unbeeinfluBt blieb. 


Il. Dynamische Wirkungen auf den allgemeinen Stoffumsatz. 


Bei der nunmehr zu betrachtenden Wirkung der Aminosauren auf 
den allgemeinen Stoffumsatz im Kérper, besonders auf den Lungen- 
gaswechsel, steht im Mittelpunkt des Interesses das Phanomen der 
spezifisch-dynamischen Wirkung der Aminoséuren auf die Oxydation. 

Die Fahigkeit mancher Nahrungsstoffe, besonders der EiweiBstofte 
und ihrer Bausteine, den Energieumsatz iiber die im niichternen Zustande 
vorhandenen Werte hinaus zu steigern, nennen wir mit Rubner bekanntlich 
spezifisch-dynamische Wirkung. Zur Theorie der spezifisch-dynamischen 
Wirkung der Aminosauren darf heute gesagt werden, da8 zur Herbeifiihrung 
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Tabelle I. 





Substanz 0 
und Konzentration 0 


i. Glykokoll 
. d-Alanin 


— 


we 


~ 


4 d-Valin 5 1000 
‘500 
"oo 
7 100 


vo 
100 
4. 1-Leucin 


5, 1-Asparagin- 1/000 
saure */500 


1 
100 


3/ 

/100 
st) 

100 


6. d-Glutamin- . 1000 
saure 500 
/100 

“loo 

”/100 


~ 


. 1-Asparagin */ 1000 
/500 
100 
3/ 
100 
5 
100 
8. Trimethyl- 1/1000 
amin 
1/ 
500 
1 
/100 
3/ 
_/100 
°/100 


9. Histamin 1 1000 


1/500 

: ‘100 

“1100 

100 

10. Gemisch I, 
wei 


11. Gemisch II, i 
braun , 500 
3 


Peer 
' 1000 bis */190 


1/1000 bis °/,00 


1/1000 bis */100 


KinfluB auf Tonus 


nihil 


” 


” 


” 
| sehr langsam und 
| schwach positiv 
nihil 
” 


langsam und schwach 
negativ 
etwas schneller negatiy 
anfangs wenig positiv, 
bald negativ 


nihil 


negativ 
langsamer negativ 


” ” 


nihil 


” 
voriibergehend negativ 
. ‘s 
= - 
schnell und stark 
positiv 
mit steigender 
Konzentration ent- 
| sprechend verstarkt 


schnell und stark 
positiv 


mit steigender 
Konzentration ent- 
| sprechend verstirkt 


nihil 


” 


langsam positiv 
nihil 
” 


” 


sehr langsam und 
schwach positiv 


Einflub 
auf Pendelbewegung 


nihil 


“ 


sehr langsam und 
schwach positiv 


nihil 


” 


langsam sistierend 


etwas schneller sist. 
anfangs wenig negativ, 
voriibergehend positiv, 
bald sistierend 


nihil 


” 
sistierend 
langsamer sistierend 
* ” 
nihil 
” 
anfangs positiv, 
bald sistierend 
mit steigender 
Konzentration ent- 
sprechend verstarkt 


positiv 


mit steigender 
Konzentration ent- 
sprechend verstarkt 


nihil 


” 
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einer spezifisch-dynamischen Wirkung durch Aminosaéuren eine Oxydation 
dieser Aminoséuren nicht erforderlich ist [Grafe (12), Lusk (13), Lunds 
gaard (14)|. Wir wissen, daB nach Kisch (15) Zusatz von Aminoséuren 
(Glykokoll, Alanin. Phenylalanin, Alanylalanin) zu  Gewebsschnitte: 
(Herz, Leber, Niere) eine gesteigerte Cewebsatmung verursacht. Wir wissen, 
dal enterale Gaben mancher Aminosiuren und Aminosiurengemische eine 
Steigerung der Oxydation, gemessen am Luft-Sauerstoffverbrauch, beim 
intakten Kérper bewirkt. Wir wissen, daB gelegentlich bei teilweisem ode 
volligem Ersatz des NahrungseiweiBes durch Aminosiuren bei enteraler 
Zutuhr der letzteren mehr oder weniger deutliche Erhéhungen des Harn- 
Kohlenstoffquotienten durch Steigerung des Harn-C-Gehalts entstehen 
[ Bickel und Remesow (16), Osuka (17), Kanai (18)]. 

Wir wissen, daB enterale und parenterale Zufuhr von Aminoséuren 
(EiweiBhydrolysate, Alanin, Glutaminséurechlorhydrat u.a.) eine Blut 
zuckeranderung bewirken [Lusk, Ringer und Lusk (19), Pollak und Born. 
stein (20), Kanai (18a) u. a.}, daB es Aminoséuren gibt, die den Blutzucke: 
senken, die den Blutzucker steigern oder ihn unbeeinfluBt lassen 
| Schenck (21)].. Kurz, wir haben geniigende Unterlagen, um behaupten zu 
diirfen, daB Aminosauren befahigt sind, in den intermediaren Stoffwechsel 
und insbesondere in die Oxydationsvorgainge einzugreifen. Fiir die am 
Lungengaswechsel auftretenden spezifisch-dynamischen Wirkungen bei 
enteraler Aminoséurezufuhr hat man im Laufe der Zeit verschiedene Er- 
klarungen gegeben. Lundsgaard hat diese Theorien kiirzlich zusammen- 
fassend dargestellt und kritisiert und kommt zu dem SchluB, daB die 
sogenannte ,,Reiztheorie** (Lusk) zur Erklirung der spezifisch-dynamischen 
Wirkungen der Aminoséuren am besten geeignet ist. Bei dieser Theorie 
wird angenommen, daB in dem bei Desamidierung der Aminosaéuren im 
Organismus gebildeten Ammoniak ein Irritament entsteht, das die Oxydation 
anfacht, also die spezifisch-dynamische Wirkung herbeifiihrt, in der wir 
einen Ausdruck fiir die Gesamtheit der im Intermediarstoffwechsel sich 
abspielenden Oxydationsprozesse erblicken. Lundsgaard JaBt neben der 
Reiztheorie einen eventuellen Energieverbrauch bei der Harnstoffsynthese 
als Erklarungsméglichkeit fiir einen Teil der spezifisch-dynamischen Wirkung 
gelten. Die Beobachtungen von Frank (22), Wilhelmj und Bollmann (23) 
iiber das Ausbleiben einer spezifisch-dynamischen Wirkung von Amino- 
siurén an dehepatisierten Hunden stiitzen diese Theorie durchaus. Die 
spezifisch-dynamische Wirkung einzelner Aminosdéuren sowohl nach 
enteraler als auch nach parenteraler Zufuhr ist bisher nur in Tierversuchen 
festgestellt worden. Rapport und Beard (24) wiesen sie bei Glutaminsaure, 
Asparaginsiure und Cystin nach, wahrend sie bei Histidin fehlte. Wilhelm) 
und Frank fanden die spezifisch-dynamische Wirkung bei Alanin und Glycin, 
und sie fanden gleichzeitig mit der Grundumsatzsteigerung auch eine leichte 
Erhéhung des respiratorischen Quotienten. Lundsgaard stellte die spezifisch- 
dynamische Wirkung bei Glykokoll, Alanin, Glutaminsaéure, Asparaginsiéure 
und Thyroxin fest. 

Nach alledem laBt sich das Wesentliche, was bisher iiber dynamische 
Wirkungen von Aminosiuren im allgemeinen Ké6rperstoffwechsel 
bekannt geworden ist, folgendermaBen zusammenfassen : Die dynamischen 
Wirkungen von aliphatischen und aromatischen Aminosauren zeigen 
sich ebensowohl in der Beeinflussung einzelner Komponenten des 
zum Umsatz gelangenden Materials in einzelnen Phasen dieses Umsatzes, 
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wie auch in einer Beeinflussung der Gesamtoxydation. Neben Oxy- 
dationssteigerung (Grundumsatzerhéhung) wurden auch Oxydations- 
hemmungen (Erhéhung des Harn-Kohlenstoffquotienten) beobachtet. 
Ferner tben die Aminosauren eine spezifisch-dynamische Wirkung 
aus in Abhangigkeit von der Art der verwendeten Aminosiuren und 
ihrer Dosierung, wie der Art der Applikation (enteral oder parenteral, 
schnell oder langsam) derselben. Endlich ist eine Steigerung des 
respiratorischen Quotienten beobachtet worden. 

Da nun, wie ich schon sagte, alle diese Beobachtungen iiber die 
dynamische Wirkung von Aminoséuren auf den Stoffumsatz immer 
nur am Tier gemacht worden sind, war es bei der groBen ernahrungs- 
physiologischen Bedeutung, die die Aminosiuren als EiweiSbausteine 
haben, sehr erwiinscht, wenigstens die wichtigsten der hierher gehérigen 
Untersuchungen am Menschen selbst nachzupriifen. Zu dieser letzten 
Gruppe von Untersuchungen gehért zweifellos vor allem auch das 
Phéinomen der spezifisch-dynamischen Wirkung der Aminosauren. 
Ich habe daher die folgenden Versuche an mir selbst ausgefiihrt. 


Experimenteller Teil. 

Zur Verwendung gelangten die beiden aus dem ersten Teil dieser Arbeit 
bekannten, aus EiweiBhydrolyse gewonnenen Aminosdiurengemische, und 
zwar wurden zur Feststellung der zulassigen Dosierungen zunachst Vor- 
versuche an Kaninchen angesetzt, die im folgenden dargestellt sind. Durch 
vergleichende Uberlegungen wurde als erste Versuchsdosis 0,2 g¢ N pro 
Kérperkilogramm gewahlt. 

1. Gemisch I enthielt 13,6°, N pro 100g Substanz, d.h. lg N pro 
7.35 g Substanz. Pro 1 kg Kaninchen waren 0,2 g N zu geben beabsichtigt. 

0,1 g N pro 0,735 g Substanz, also 0,2 g N pro 1,470 g Substanz, d. h. 
pro 1 kg Kaninchen, muBten 1,470 g des Gemisches | gegeben werden. 

Da das Kaninchen niichtern 2,85 kg wog (Alb. —, Sacch. —), ergab 
sich die einzunehmende Dosis zu 4,2 g des Gemisches I. Diese 4,2 g wurden 
in 80cem Aqua dest. gelést. Mithin ergab sich eine 14°,ige Lésung von 
Gemisch |. Diese wurde durch Schlundsonde dem Kaninchen K | ein- 
verleibt. 

2. Gemisch II enthielt 16,8°, N pro 100g Substanz. Bei einem 
Niichterngewicht des zweiten Kaninchens K 2 von ebenfalls 2,85 kg (Alb. 
Sacch. —) ergab sich unter Zugrundelegung obiger Rechnung als ein- 
zunehmende Dosis 3,4 g des Gemisches II. Diese 3,4 g in 30 cem Aqua dest. 
gelést, ergaben eine 11,3°,ige Lésung von Gemisch II, die dem Kanin- 
chen K 2 in bekannter Weise einverleibt wurde. 

K 1 und K 2 wurden nun weiterhin fiir 24 Stunden niichtern in ihrem 
Kafig belassen und ihre Urine aufgefangen. Wahrend die Tiere sich vor 
Einnahme der Gemische am Morgen munter und freBlustig zeigten, hockten 
sie nachdem zusammengekauert in einer Ecke und begannen erst gegen 
Abend sich fiir von auBen genihertes Futter zu interessieren. Am nachsten 
Morgen zeigten sie wieder ihr friiheres Gebaren. Beide Urine waren frei 
von Albumen und Saccharum. Die Dosis von 0,2 g N pro 1 kg Kérper- 
gewicht hatte sich also in beiden Fallen als nicht unmittelbar schadlich 


16 * 





250 J. Schubert: 


erwiesen. Die Tiere zeigten auch in der nachsten Woche keine auffallige: 
Zeichen einer Schadigung. Es wurde daher Abstand von einer Wiede: 
holung mit starkerer Dosis genommen. Da indessen die Tiere nach de: 
Einnahme der Substanz, wie bereits erwahnt, bis zum Abend in ihrem Kafiv 
gegen ihre sonstige Gewohnheit sich still verhalten hatten, die Méglichkeit 
einer Spatschadigung nicht einwandfrei zu verneinen war und da ferne: 
bei einer einmaligen raschen vendsen Injektion von 0,2 g N pro Korpei 
kilogramm andere Versuchskaninchen ad exitum kamen, wurde fiir die 
nun vorzunehmenden Selbstversuche eine Anfangsdosis von 0,05 g N pro 
1 kg Kérpergewicht gewahlt. Die Untersuchungen fanden im Paul-Gerhardt 
Stift-Krankenhaus unter Leitung des Chefarztes der inneren Abteilung 
Herrn Professor Dr. Arnoldi, dem ich hierfiir dankbar verpflichtet bin, an 
der Gaswechselapparatur von Haldane-Knipping statt. 


Die Vorversuche fanden in Zwischenréumen von je '/; Woche statt 


Ruhenitichternwerte. 
1. Versuchsreihe: 
I. Bestimmung. . . 0. 6. bie te #B2% GU., RQ. = 0;78 
Il. Bestimmung. . ‘ . . » . nicht angesetzt 


Ruheniichternwerte. 
2. Versuchsreihe: 


Il. Bestimmung. ... ~ +. e-—3l% GU., RQ. = 0,87 


II. Bestimmung (nach 1 Stunde) . . . —1,.4°, GU., RQ. = 0,86 


Die erhaltenen Werte deuteten in ihrer verhaltnismaBig konstanten 
und erwarteten GréBenordnung an, daB eine Gew6hnung an das Arbeiten 
des Gaswechselapparats hinreichend erfolgt war. Es wurde daher mit det 
Ermittlung der Probemahlzeitwerte begonnen. 

Probemahlzeit : 100 g Schabefleisch, zwei Scheiben Brot je 25 g = 50 g, 
50 g Butter. 

Probemahlzeitwerte. 
3. Versuchsreihe : 

I. Bestimmung (Ruheniichternwert) . + 2 °, GU., RQ. = 0,83 

Il. Bestimmung (nach Einnahme der 

Probemahlzeit und 1 Stunde abso- 
NN EN gs a ow ee ee 7% GU., RQ. = 0,87 

Ill. Bestimmung (nach einer weiteren 
Stunde absoluter Ruhe). . . . . . + 2.8°, GU., RQ. = 0,75 

Da die erhaltenen Probemahlzeitwerte den physiologischen und er 
warteten GréBenordnungen entsprachen, konnten somit die eigentlichen 
Versuchsreihen angesetzt werden. 

Gemisch I enthielt 1 g N in 7,35 g Substanz. Pro 1 kg Korpergewicht 
sollten 0,05 g N genommen werden. 0,05 g N waren in 0,37 g Substanz 
* enthalten. 

Pro 1 kg Kérpergewicht also 0,37 g Substanz. 

Pro 70kg Ké6rpergewicht also 25,7 g Substanz des Aminosaure 
gemisches I. 

Erst nachdem ein Verhaltnis von 25,7 g Substanz zu 300 cem Aqua dest., 
d. h. eine 8,6°,ige Lésung des Gemisches I hergestellt war, konnte in Ab- 
standen von je 2 Minuten ein Quantum von etwa 30 cem langsam getrunken 
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werden, so daB in 20 Minuten die gesamte Versuchslésung einverleibt war. 
Die Lésung war im Aussehen hell, doch triibe, etwa wie Seifenwasser, im 
Geruch etwa wie Fleischbriihe, der Geschmack bitter, sauer, salzig. stumpf. 
Sie bewirkte auf den Schleimhauten das Gefiihl der Adstringention. Da es 
sich um eine immerhin recht konzentrierte Saiurelésung handelte, die zudem 
in grOBerer Menge getrunken wurde, ist es kaum erstaunlich, daB ihr GenuB 
mit gewissen unangenehmen Begleiterscheinungen verkniipft war. Es war 
also sicher die fiir soleche Versuche eben noch zulassige Maximaldosis ver- 
wandt worden. 
Versuchswerte. 
4. Versuchsreihe (Aminosaéurengemisch I): 
I. Bestimmung (Ruheniichternwert) . + 2.1°, GU., RQ. 0,77 
Il. Bestimmung (nach Einnahme des 
Gemisches | und 1 Stunde absoluter 
POCO) 0 Se ee a ew eee ee we Se % EU HO oe 1S 
Diese Werte bezogen sich auf eine eigentliche Versuchsdauer von nur 
8 Minuten, da nach dieser Zeit die Méglichkeiten der Apparatur bereits 
ersch6pft waren! 
II. Bestimmung (2'/, Stunden nach der 
Substanzeinnahme) ...... . + 22,1°, GU., RQ. 0.83 


Die Versuchsperson blieb nach Beendigung der Gaswechselversuche 
zunachst weiter niichtern bis zum Ausscheiden der falligen Fliissigkeit 
durch den Harn. Die Untersuchung hatte das gleiche Ergebnis wie die 
vorangegangene Untersuchung: Alb. —, Sacch. —. Nach einer weiteren 


Woche wurden die Versuchsreihen mit dem Il. Aminosiéurengemisch ange- 
setzt. Gemisch II enthielt 1g N in 5,95g Substanz. Es sollte wieder 
pro 1 kg Korpergewicht 0,05 g N genommen werden. 0,05 g N waren in 
0,298 g Substanz enthalten. Pro | kg Kérpergewicht also 0,298 g Substanz. 
Pro 70 kg Korpergewicht also 20,8 Substanz des Aminoséurengemisches IT. 
Das Lésungsverhaltnis von 20,8 zu 300, d.h. eine 6,9°,ige Lésung 
von Gemisch II erwies sich auch hier als das zweckmaBigste. Diese Losung 
war im Aussehen klar und braun, an der Oberfliache leicht griinlich schillernd. 
Sie roch intensiv nach Fleischbriihe und war einer solchen auch geschmacklich 
nicht unahnlich. Sie wurde in fiinfmaligem Ansetzen wahrend etwa 
10 Minuten richtig ausgetrunken. Im Gegensatz zu der Lésung von dem 
ersten weiBen, kristallisierten Aminosiurengemisch war die Lésung dieses 
braunen Gemisches weit angenehmer zu trinken und bewirkte auch keine 
nennenswerten Stérungen des Wohlbefindens. 
5. Versuchsreihe: 
1. Bestimmung (Ruheniichternwert) . + rT, RQ. 
Il. Bestimmung (nach Einnahme des 
Gemisches II und 1 Stunde absoluter 
EM og br ae ogi ah en a te ,GU., RQ. 
III. Bestimmung (2 Stunden nach der 
Substanzeinnahme) .......¢ A . RQ. 0.71 
IV. Bestimmung (3 Stunden nach der 
Substanzeinnahme) ...... . + 20,8°, GU., RQ. = 0,75 


Die Nachuntersuchung ergab im Harn: Alb. —. Sacch. —. Keinerlei 
Beschwerden. 
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Nach einer weiteren Woche wurden die Versuchsreihen mit der um di 
Halfte herabgesetzten Dosis von nun 0,025g N pro 1 kg Kérpergewich: 
fortgesetzt, und zwar wurde diesmal mit Aminosaéurengemisch yegonner 
fort tzt, und I le d ] mit A g h II beg 
Unter Zugrundelegung der bekannten und geforderten Daten ergab sic); 
ein Verhaltnis von 10,41 g des Aminoséurengemisches I] zu 150 g Aqua dest., 
d. h. wieder eine 6,9 °,ige Lésung von Aminoséurengemisch II. Also gleiche 
Konzentration, aber nur halbe Menge. Die geléste Menge konnte in einige: 

g g g 
Ziigen in etwa 3 Minuten ausgetrunken werden. 
6. Versuchsreihe: 
I. Bestimmung (Ruheniichternwert) . + 1,6°, GU., RQ. = 0,80 
Il. Bestimmung (nach Einnahme des 
Gemisches II und 1 Stunde abso- 
luter Ruhe). . .... se es + 96% GU., RO. = 1,00 
III. Bestimmung (2 Stunden nach der 
Substanzeinnahme) ....... 8,5°, GU., RQ. = 0,85 
IV. Bestimmung (3 Stunden nach der 
Substanzeinnahme) ...... . + 6,3°, GU., RQ. = 0,82 
V. Bestimmung (4 Stunden nach der 
Substanzeinnahme) ...... . + 6,1% GU., RQ. = 0,78 


Nach einer Pause von 2 Wochen wurde erneut das Aminoséuren 
gemisch I untersucht. Es ergab sich ein Verhaltnis von 12,86 g Amino 
siurengemisch I zu 150 cem Aqua dest., d. h. wieder eine 8,6 %ige Lésung 
von Aminoséurengemisch I, nur in der Quantitaét auf die Halfte reduziert. 
Die Lésung war geschmacklich und in ihren sonstigen Wirkungen von de1 
ersten Lésung bei der vierten Versuchsreihe nicht wesentlich verschieden. 


7. Versuchsreihe: 
I. Bestimmung (Ruheniichternwert) . + 3,7°, GU., RQ. = 0,81 


II. Bestimmung (nach Einnahme des 
Gemisches I und 1 Stunde abso- 
luter Ruhe). ........-- +18,8% GU., RQ. = 1,2! 
Diese Werte bezogen sich auf eine eigentliche Verbrauchsdauer von 
nur 8 Minuten, da nach dieser Zeit abermals die Méglichkeiten der Apparatu: 
erschépft waren. 
III. Bestimmung (2 Stunden nach der 
Substanzeinnahme) .... .. . + 12,8° GU., RQ. = 0,94 


IV. Bestimmung (3 Stunden nach der 
Substanzeinnahme) ...... . + 11.0% GU., RQ. = 0,86 


V. Bestimmung (4 Stunden nach der 
Substanzeinnahme) .......+ 96° GU., RQ. = 0,82 


Die Nachuntersuchung ergab wie vorher im Harn: Alb. —, Sacch. 
Keine besonderen Beschwerden. 


Es wurde also gefunden: 


1. Aminoséurengemisch I mit 13,6°% N, in Konzentrationen von 
0,05 und 0,025g N pro Kérperkilogramm oral gegeben, bewirkte in 
beiden Fallen beim Menschen eine schnelle und starke Erhéhung des 
Grundumsatzes, die erst nach Stunden abklang. 
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2. Aminosadurengemisch II mit 16,8°, N, in Konzentrationen von 
0,05 und 0,025 g N pro Kérperkilogramm oral gegeben, machte ebenfalls 
beim Menschen eine schnelle, doch nicht ganz so starke Erhéhung des 
Grundumsatzes wie bei Aminoséiurengemisch I. 

3. In allen Fallen rief die perorale Aminoséurengabe eine deutliche 
Erhéhung des respiratorischen Quotienten hervor, in der die von mir 
bei der Literaturiibersicht angefiihrten Beobachtungen iiber die Beein- 


flussung des Zuckerstoffwechsels durch Aminosiurengaben eine wichtige 


Erginzung finden. 
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Zur Frage der Purinsynthese im Siugetierorganismus. 


Von 
Regine Kapeller-Adler, Edith Lauda und Koloman von Mégay. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 12. Februar 1934.) 
I. 


Die Frage nach der Purinneubildung im Sdaugetierorganismus 
gehért wohl zu den umstrittensten Problemen auf dem Gebiete des 
Purinstoffwechsels. Bevor wir jedoch auf die Diskussion der in de 
Literatur angefiihrten Arbeiten beziiglich der Moéglichkeit einer syn 
thetischen Purinbildung im Saugetierorganismus naher eingehen., 
miissen wir vor allem auf die bekannte Tatsache hinweisen, daB der 
Ablauf des Purinstoffwechsels beim Saugetier ein ganz anderer ist als 
derjenige beim Menschen. Wahrend naémlich der Purinstoffwechsel 
des Séugetieres in seinen Hauptphasen bereits geklart ist, sind die 
diesbeziiglichen Verhaltnisse beim Menschen noch nicht cindeutig 
erforscht!. Nach den in der Literatur vorliegenden Arbeiten! kann als 
erwiesen angenommen werden, daB beim Sdugetier die Umsetzung 
der Purinbasen quantitativ erfolgt und daB man sie sicher beurteilen 
kann, wenn man vor allem die Allantoinausfuhr, daneben auch dic 
Harnséure- und Purinbasenausgabe verfoigt. 


Beziiglich des Ableufs des Purinstoffwechsels beim \/enschen sind noch 
heute die Meinungen dariiber geteilt. ob beim Menschen dic Harnsaéure da 
Endprodukt im Nucleinstoffwechsel darstellt, oder ob und in welchem Mabe 
auch hier eine intermediare Urikolyse statthat. Viele Autoren neigen der 
Ansicht zu, daB8 das bei den Tiéren in der Leber und auch in anderen Organen 
vorkémmende urikolytische Enzym, welches die Harnsaéure unter Aufnahme 
von Sauerstoff in Allantoin iiberfiihrt, in den Organen des Menschen fehlt. 

Was nun die auf die Purinneubildung beziiglichen Literaturdaten 
betrifft, so ist seit langem bekannt, daB der wachsende Organismus die Fahig- 
keit besitzt, Purinkomplexe auf synthetischem Wege neu zu bilden. Die= 
wurde fiir den mensechlichen Saugling erwiesen, ebenso wurde die Purin 
neubildung beim Ei des Seidenspinners und des Huhnes und fiir den Hunger 
stoffwechsel des Lachses festgestellt?. Beziiglich der Purinsynthese im 
Organismus des erwachsenen Menschen und Sdugetieres gehen die Ansichten 
der einzelnen Autoren weit auseinander. In der alteren Literatur® finden 
sich viele Angaben, so von Hirschfeld, Schreiber und Waldvogel, Burian und 
Schur, Fauvel und Umber, welche die Méglichkeit einer synthetischen Harn- 


1 Schittenhelm u. Harpuder, Oppenheimers Handb. d. Biochem. II. Aufl., 
8, 602, 1925. — * Vgl. die diesbeziigliche Literatur bei O. Furth, Lehrb. 
d. physiol. u. pathol. Chem. 2, 156, 1927. — * Vgl. Angaben bei Kolimann. 
diese Zeitschr. 128, 235, 1921. 
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aurebildung imi Organismus des Erwachsenen Menschen ins Auge fassen 
lassen. Vor allem hat aber H. Wiener! auf Grund seiner Versuche an Rinder- 
leberbrei die Méglichkeit einer Harnsiuresynthese im Saéugetierorganismus 
n Erwagung gezogen. Seine Befunde konnten jedoch weder von Burian?, 
noch von Pfeiffer? bestatigt werden, so daB die beiden letztgenannten 
Autoren die Theorie von Wiener scharf ablehnen. Erst (@. Kollmann*4 
gelang es, in O. Fiirths Laboratorium einen deutlichen Beweis fiir die 
Moéglichkeit einer synthetischen Purinneubildung im Organismus des er- 
wachsenen Menschen zu liefern. 

‘ Betreffs der Purinsynthese im Saugetierorganismus nimmt Rose® an, 
da8 Purine aus Arginin und Histidin zusammen mit den Produkten des 
intermediaren Kohlenhydratabbaues synthetisiert werden. Allerdings 
beziehen sich diese Beobachtungen auf junge Ratten. Jedoch auch bei 
erwachsenen Ratten hat T'ruszkowski® auf Grund der Ergebnisse seiner 
Versuche eine Neubildung von Purinen angenommen. Ebenso lassen die 
von Langfeldt und Holmsen’ an einem ausgewachsenen Hunde angestellten 
Versuche die Méglichkeit einer Purinsynthese zu. Auch die von Hirokawa® 
in O, Fiirths Laboratorium am Hunde mit Nucleinséiure durchgefiihrten 
Untersuchungen sprechen fiir eine Purinneubildung.  SchlieBlich hebt 
Christman® hervor, daB man bei Versuchen mit Kaninchen bei Kost- 
inderungen, auch ohne da8 der Gehalt an praformierten Purinstoffen sich 
andert, eine starke Anderung in der Allantoinausscheidung beobachten 
kann. Wahrscheinlich andert sich hierbei die synthetische Harnsaurebildung. 


Da der Purinstoffwechsel des Menschen in seinem qualitativen 
und quantitativen Verlauf anscheinend schwierig zu iibersehen ist, 


der Purinstoffwechsel im Saugetierorganismus hingegen in seinen 
einzelnen Phasen als geklart aufgefaBt wird, erschien es uns von Interesse, 
ein neuerliches Studium des Problems der Purinsythese an ausgewach- 
senen Hunden in Angriff zu nehmen. Dieser Aufgabe unterzogen 
wir uns um so eher, als H. W. Larson vor kurzem eine neue kolori- 
metrische Methode zur Bestimmung des Allantoins angegeben hat, 
welche den Angaben des Autors zufolge gute Resultate liefert. 


Il. 


Die Versuche wurden an zwei mittelgroBen, ausgewachsenen 
Hunden unternommen, welche kalorienreich und derart gefiittert 
wurden, daB eine Einschmelzung des eigenen Kérperprotoplasmas 
keineswegs erfolgen konnte. Die Hunde befanden sich wahrend der 
einzelnen Versuchsperioden im Stoffwechselkafig, das Kérpergewicht 
der Versuchstiere wurde taglich kontrolliert. Der Harn wurde in 
Flaschen taglich unter Zusatz von Chloroform und Toluol gesammelt 


1 Beitr. chem. Physiol. u. Pathol. 2, 79, 1902. — ? Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 48, 530, 1904/05. —* Beitr. chem. Physiol. u. Pathol. 10, 324, 1907. 
— * Diese Zeitschr. 123, 235, 1921. — ° J. of biol. Chem. 48, 563, 1921; 
64, 325, 1925. — ® Biochem. J. 20, 437, 1926. — ? Ebenda 19, 717, 1925. 

® Diese Zeitschr. 26, 441, 1910. — ® J. of biol. Chem. 86, 477, 1930. — 
” Ebenda 94, 727, 1931. 
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und genau abgemessen. In aliquoten Teilen desselben wurden neben 
Gesamtstickstof{bestimmungen Purin- und Allantoinbestimmungen durch- 
gefiihrt. Der Purinstickstoffgehalt der Nahrung wurde den Tabellen 
von Fellenberg' entnommen, die Summe der im jeweiligen Harn er- 
mittelten Purin- und Allantoinstickstoffzahlen ergab die Bilanz des 
Purinstoffwechsels. 

Was nun die Natur der einzelnen Kosttypen betrifft, so gelangten 
prinzipiell drei verschiedene zur Anwendung und zwar'1. eine eiwei/ 
reiche und relativ auch purinreiche, 2. eine ausgesprochen purinreich 
und 3. eine fast purinfreie Nahrung. Vor allem waren wir darauf bedacht., 
die Tiere méglichst bald in Stickstoffgleichgewicht zu bringen. Aus 
diesem Grunde wurde der Gesamtstickstoff der jeweiligen Kostart 
auf Grund der Kénigschen Tabellen? errechnet und gleichzeitig dic 
Stickstoffausfuhr durch Kjeldahlisieren aliquoter Teile der entsprechen- 
den Harne kontrolliert. Hierbei zeigte es sich, daB im Anfang jedes 
Versuchs eine gewisse Diskrepanz zwischen der Stickstoffzufuhr mit 
der Nahrung und der Stickstoffausfuhr mit dem Harn in dem Sinne 
bestand, daB im Harn weniger Stickstoff erschien, als die Hunde mit 
der Nahrung einverleibt bekamen. Erst gegen Ende jeder Versuchs- 
periode stellte sich das Stickstoffgleichgewicht einigermaBen ein. 

In diesem Zusammenhang mu8 daran erinnert werden, da®B der Organis 
mus nicht alle dargebotenen Nahrungsmittel quantitativ ausnutzt, sondern 
daB ein Teil unausgenutzt mit dem Kot ausgeschieden wird. So haben 
Frentzel und Schreuer® gezeigt. daB der Hundekot bei Fleischnahrung 
8,6 bis 10,6°, Stickstoff enthalte. Weiter hat Rauditz* im Hundeversuch 
festgestellt, daB bei Darreichung von roher Milch 13 bis 14°, Stickstoff 
im Kot erscheinen. Bei Fiitterung mit Kartoffeln werden 15 bis 32°, bei 
Reisnahrung 20°, Stickstoff im Kot ausgeschieden®. Man wird also bei 
der Berechnung der Stickstoffbilanz wohl diese Tatsache der nicht voll- 
stindigen Ausnutzbarkeit der einzelnen Nahrstoffe beriicksichtigen miissen. 

Es sei hier ferner eine Arbeit von M.Gruber® erwaihnt, in welcher det 
Autor hervorhebt, da’ die verschiedenen Eiwei8kérper und eiweiBartigen 
Substanzen, welche bei der Verdauung entstehen und resorbiert werden, 
nicht mit gleicher Leichtigkeit im Organismus zerlegt werden. Wichtig 
erscheint uns die Feststellung desselben Autors, da8 der Extraktivsticksto/! 
viel rascher als der EiweiBstickstoff ausgeschieden wird. 

Was nun unsere Versuchstiere anlangt, so ist hervorzuheben, dal} 
beide wahrend der ganzen Versuchszeit keineswegs an Gewicht ab- 
nahmen und nie mehr Stickstoff mit dem Harn ausfihrten als sie mit der 
Nahrung zugefiihrt bekamen, so daB aus diesen beiden Tatsachen 
geschlossen werden kann, da8 ein erhéhter Zellzerfall bei diesen Tieren 
bestimmt nicht stattgefunden hat. 


1 Diese Zeitschr. 88, 323, 1918. — ? Kénig, Chem. d. menschl. Nahrungs- 
u. GenuBm. 1, 1903. — #* Arch. (Anat.) u. Physiol. 1902, 8. 182; 1903, 
8. 463. — * Zeitschr. f. physiol. Chem. 14, 1, 1890. — ° Pincussen, Oppen 
heimers Handb. 5, 318, 325, 1925. — °® Zeitschr. f. Biol. 42, 407, 1901. 
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Der im Stoffwechselkéfig befindliche Hund bekam taglich die genau 
abgewogene Kost und es wurde streng darauf geachtet, da& das Tier das 
Futter ganzlich verzehrte. In der ersten Versuchsperiode (eiweifreiche und 
purinhaltige Nahrung, Xosttype 1) bekam der Hund taglich gebratenes 
Pferdefleisch und Milch. Das Pferdefleisch wurde in gebratenem und nicht 
in gekochtem Zustande verfiittert, weil Fellenberg (l.c.) nachweisen konnte, 
da8 dem Fleisch beim Kochen rund 50°, Purine entzogen werden. Die 
Kosttype II (purinreiche Nahrung) bestand aus Rindsleber. Reis, Kartoffeln 
und Milch. Die purinarme Kosttype III enthielt nur Reis und Milch. 
Zwischen den einzelnen Versuchsperioden wurde der Hund fiir 2 bis 3 Tage 
aus dem Stoffwechselkifig befreit und durch Darreichung der nachsten 
Kosttype fiir den nachsten Versuch vorbereitet. 

Im jeweiligen, unter Zusatz von Chloroform und Toluol aufgefangenen 
Harn wurde der Gesamtstickstoff mittels der Mikro-Kjeldahl-Methode durch- 
gefiihrt. Der Purinstickstoffgehalt des Harns wurde nach Arnstein! er- 
mittelt, welche Methode wir fiir unsere Mikrozwecke modifizierten. 24 cem 
Harn wurden mit 3cem Ludwigscher Magnesiamixtur und 3 ccm 20° igen 
Ammoniaks versetzt. Nach dem Umschiitteln der Reaktionsfliissigkeit 
wurde sofort durch ein kleines Faltenfilter filtriert. Vom Filtrat wurden 
12,5 cem (entsprechend 10 cem Harn) mit 1 cem Ludwigscher ammoniakali- 
scher Silberlésung versetzt, der Niederschlag durch ein kleines aschefreies 
Filterchen durchgesaugt und am Filter ammoniakfrei gewaschen. Der 
Niederschlag wurde hierauf samt Filter in ein Mikro-Ajeldahl-Kélbchen 
gebracht und der Stickstoff darin ermittelt. 


Die Allantoinbestimmung wurde infolge der leichten Zersetzlichkeit des 
Allantoins taéglich in dem betreffenden Harn durchgefiihrt, und zwar nach 
der oben erwahnten Methode von Larson. Das Prinzip dieser kolorimetrischen 
Mikromethode beruht darauf, da Allantoin nach Entfernung stérender 
reduzierender Substanzen durch Phosphorwolframsiure und Bleiacetat 
zundchst mit einer von Folin und Svedberg? angegebenen ammoniakalischen 
Kupferlésung in Reaktion gebracht und hierauf, mit einem Phosphor- 
molybdansaéurereagens umgesetzt, eine intensive Blaufairbung liefert, 
welche kolorimetrisch ausgewertet wird. In zahlreichen Vorversuchen 
an reinen Allantoinlésungen und an verschiedenen Harnen konnten wir 
uns davon iiberzeugen, daB diese Methode zuverlassige, wenn auch etwas 
héhere Werte als das klassische, allerdings sehr langwierige Verfahren von 
Wiechowski' liefert. Die Allantoinbestimmung nach Larson dauert 2 Stunden, 
diejenige nach Wiechowski hingegen 10 bis 24 Stunden. 


Nachstehend bringen wir einen Auszug aus unseren Protokollen: 


Allantoinbestimmungen in reinen Lésungen. 





Untersuchungs- 
lésung enthait lésung enthalt 
Allantoin Allantoin 


mg mg mg mg 


Untersuchungs- Gefundenes 


Allantoin 


Gefundenes 
Allantoin 


0,58 1,4 1,42 
0,81 1,6 1,60 
1,21 1,8 1,80 





! Zeitschr. f. biol. Chem. 28, 417, 1897. — ? J. of biol. Chem. 70, 
418, 1926. — * Hofmeisters Beitr. 11, 101, 1908. 
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Zusatzversuche mit Allantoin zum Hundeharn. 





| Wiedergefundenes Wiedergefundenes 
Allantoin 1 eem Harn Zu- Allantoin 
enthalt gesetztes nach Abzug des 
prafomierten 
Allantoins 


mg mg 


leem Harn | Zu- } 
enthilt gesetztes nach Abzug des 
Allantoin | Allantoin praformierten Allantoin Allantoin 
} Allantoins 


mg mg | mg mg 


1,92 5 4,27 1,78 4,30 
2,00 5 4,89 1,90 5,10 
1,96 5 5,30 2,01 f 5,30 





Auf eine Beobachtung miissen wir hier allerdings hinweisen 
Wahrend naimlich Larson auf Grund der Untersuchungen von Folin 
und Svedberg annimmt, daB die ammoniakalische Kupferlésung durch 
den im Harn ausgeschiedenen Zucker praktisch nicht reduziert werde, 
hatten wir Gelegenheit festzustellen, daB dies unzutreffend sei und dai 
die Methode in zuckerhaltigen Harnen nicht zur Anwendung gelangen 


kénne. Die Allantoinwerte fallen in Gegenwart von Zucker viel zu 


hoch aus und sind unbrauchbar. Bei der Untersuchung von zucker- 
haltigen Harnen mu auf die Methode von Wiechowski zuriickgegriffen 


werden. 
III. Ergebnisse der Versuche. 


Die Ergebnisse des gesamten Untersuchungsmaterials finden 
sich in Tabelle I und II zusammengefaBt. 


Versuche am Hund A. 


Betrachten wir zunichst die beim Hund A erhaltenen Resultate (Ta- 
belle I). Das Anfangsgewicht des Hundes betrug 16,50 kg. Das Kérper- 
gewicht des Tieres nach AbschluB saémtlicher Versuche belief sich aut 
16,70 kg. Jede Kosttype umfaBte zwei bis drei Versuchsperioden, von 
denen sich jede auf die Dauer von 5 Tagen erstreckte. 

Kosttype I (zwei Versuchsperioden). Der Hund bekam taglich 500 g¢ 
gebratenes Pferdefleisch und 500g Milch mit einem Purinstickstoffgehalt 
von 0,237 g. Die Purinstickstoffausscheidung im Harn war eine minimale 
(0,011 bis 0,012 g). Hingegen war die Allantoinstickstoffexkretion eine 
enorme (0,318 bis 0,408 g pro Tag). Addiert man die zusammengehérenden 
Purin- und Allantoinstickstoffwerte und vergleicht die erhaltene Summe 
mit dem Purinstickstoffgehalt der Nahrung, so ergibt sich eine Mehraus- 
scheidung an Gesamtpurinstickstoff von 0,092 bis 0,183 g pro Tag. 

Kosttype II (zwei Versuchsperioden). Der Hund erhielt taglich 300 g 
gebratene Rindsleber, 100 g Reis, 100 g Kartoffel und 1 Liter Milch mit 
einem Gesamtpurinstickstoffgehalt von 0,319 g. Das Korpergewicht blieb 
konstant. Auch hier erschien der Purinstickstoff im Harn in sehr kleinen 
Mengen (0,017 bis 0,020 g). Hingegen konnte wieder eine bedeutende Allan- 
toinstickstoffausscheidung im Harn verzeichnet werden (0,449 bis 0,486 g 
pro Tag). Die Summe von Allantoin- und Purinstickstoff tibertrifft den Purin- 
stickstoff der Nahrung um 0,147 bis 0,187 q. 

Kosttype III (drei Versuchsperioden). Der Hund bekam taglich 100 ¢ 
Reis und 1500 g Milch mit einem Purinstickstoffgehalt von 0,039 g. Das 
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Koérpergewicht des Hundes blieb unveraindert. Der Purinstickstoff des 
Harns war gering (0,014 bis 0,020 g pro Tag). Da der Harn zuckerhaltig 
war, wurde die Allantoinbestimmung nach Wiechowski durchgefiihrt. Trotz 
der fast purinfreien Ernaéhrung belief sich die Allantoinstickstoffausscheidung 
auf 0,183 bis 0,275 g. Die Summe Allantoin- und Purinstickstoff des Harns 
erscheint um 0,164 bis 0.2509 pro Tag gegeniiber dem Purinstickstoff de: 
Nahrung vermehrt. 

» Die gesamte Versuchszeit erstreckte sich somit auf sieben Versuchs 
perioden mit je 5 Tagen (Gesamtdauer des ganzen Versuchs 35 Tage). 
Multipliziert man die in jeder einzelnen Versuchsperiode fiir die tdglich: 
Mehrausscheidung an Gesamtpurinstickstoff erhaltene Zahl mit 5, so ergibt 
sich der Wert fiir die Mehrausscheidung an Gesamtpirinstickstoff in der 
betrefienden Versuchsperiode! Addiert man nun die in den sieben Versuchs 
perioden auf diese Weise errechneten Werte, so zeigt sich, daB der Hund 
in den 35 Tagen 6,495 g an Gesamtpurinstickstoff mehr ausschied als ihm in 
der Nahrung an Purinbasenstickstoff zugefiihrt worden war. 


Versuche am Hund BR, 


Das Anfangsgewicht des Hundes betrug 17,30 kg. Das Gewicht nach 
Beendigung samtlicher Versuche belief sich auf 17,70 kg. 

Kosttype I (drei Versuchsperioden). Der Hund bekam tiiglich 500 g 
Pferdefleisch und 500 g Milch mit einem Gesamtpurinstickstoffgehalt von 
0,237 g. Die Purinstickstoffausscheidung im Harn ist zwar groBer als beim 
Hund A, ist aber, absolut genommen, sehr klein (0,023 bis 0,40 g pro Tag). 
Die Allantoinstickstoffausscheidung ist wieder sehr hoch (0,387 bis 0,493 ¢ 
pro Tag). Die im Harn bestimmte Summe von Allantoin- und Purinstickstoj/ 
diibertrifft den Purinstickstoffgehalt der Kost um 0,190 bis 0,281 q pro Tag. 

Kosttype II (drei Versuchsperioden). Dem Hund wurden taglich 300 g 
gebratene Rindsleber, 100g Kartoffel, 100 g Reis und 250g Milch ver- 
abreicht, mit einem Purinstickstoffgehalt von 0,308 g. Der Purinstickstoff- 
gehalt des Harns hat sich gegeniiber demjenigen der Kosttype I fast gar 
nicht gedndert (0,028 bis 0,041 g pro Tag). Der Allantoinstickstof/ ist ziemlich 
hoch (0,340 bis 0,420 g pro Tag). Die Summe Allantoin- und Purinstickstof/ 
ergibt im Vergleich zum Purinstickstoffgehalt der Kost eine Mehraus- 
scheidung an Gesamtpurinstickstoff von 0,060 bis 0,145 g pro Tag. 

Kosttype III (eine Versuchsperiode). Der Hund erhielt taglich 100 g¢ 
Reis und 1000 g Milch mit einem Purinstickstoffgehalt von 0,032 g. Auch 
hier war der Harn des Hundes analog wie beim Hund A zuckerhaltig, so 
daB die Allantoinbestimmung nach Wiechowski ausgefiihrt werden muBte. 
Der Purinstickstof, des Harns belief sich auf 0,042 g und der Allantoin. 
stickstoff auf 0,235 g. Aus diesen Zahlen folgt eine Mehrausscheidung an 
Gesamtpurinstickstoff von 0,245 q pro Tag. 

Die gesamte Versuchsdauer umfaBte beim Hund B sieben Versuchs- 
perioden und erstreckte sich auf 23'/, Tage. In dieser Zeit schied der Hund 
an Gesamtpurinstickstoff um 4,463 gq mehr aus als ihm Purinbasen mit der 
Nahrung einverleibt worden waren. 


Uberblickt man das gesamte Zahlenmaterial, so laBt sich folgendes 
aussagen: In Ubereinstimmung mit den oben erwahnten Literatur- 
angaben erscheinen die mit der Nahrung dem Hunde zugefiihrten Purin- 
basen in der Hawptmenge in Form von Allantoin und nur zu einem 
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kleinen Bruchteil in Gestalt von unverdnderten Purinbasen im Harn 
wieder. Die tdgliche Purinstickstoffausscheidung ist sowohl beim Hund A 
als auch beim Hund B von der Art der dargereichten Nahrung vollkommen 
unabhingig. Dagegen erweist sich die Allantoinstickstoffausscheidung 
bei beiden Versuchstieren weitgehend beeinfluBt durch die Art der 
gereichten Kost. 

Bei der Fitterung mit etwetBreichem und ziemlich stark purin- 
haltigem Material ergibt sich bei beiden Hunden eine hohe Allantoin- 
stickstoffausscheidung und eine gewaltige Mehrausscheidung an Gesamt- 
purinen im Vergleich zum Puringehalt der Kost (Hund A = 6,495 g, 
Hund B = 4,463 g). Diese Mehrausscheidung scheint in hohem MaBe 
durch das stark eiweiBhaltige Material bedingt zu sein. 

Eine ahnliche Beobachtung wurde bereits von Dunn und Doisy', 
von C. W. Rose? und von Mares*® gemacht. Die genannten Autoren 
nehmen unabhangig voneinander an, daB Kiwei8 und die Aminosauren 
durch Anregung der metabolischen Vorgdnge in der Zelle auch auf die 
Purinbasenausscheidung wirken, ahnlich wie sie einen spezifisch- 
dynamischen EinfluB auf den Gesamtumsatz ausiiben. - 

Was die bei der Kosttype II (sehr purinreiche Nahrung) erzielten 
Ergebnisse betrifft, so ist auch hier besonders beim Hund A eine be- 
trdchtliche Mehrausscheidung an Gesamtpurinen im Harn gegeniiber 
dem Puringehalt der Nahrung zu verzeichnen. 

Am bemerkenswertesten sind die bei der Kosttype III bei beiden 
Hunden erhaltenen Resultate. Trotz der fast purinfreien Erndhrung 
konnten wir im Harn beider Tiere neben Purinstickstoff bedeutende 
Mengen Allantoinstickstoff bestimmen. Da beide Hunde wahrend des 
Versuchs an Gewicht keine Einbu8e erlitten haben, kann diese relativ 
enorme Gesamtpurinausscheidung im Harn keineswegs auf eine Ein- 
schmelzung des eigenen KérpereiweiB, also auf einen Abbau kernhaltigen 
Zellmaterials allein zuriickgefiihrt werden. Es deutet vielmehr dieses 
Ergebnis im Verein mit den mit Kosttype I und II erzielten Resultaten 
darauf hin, daB der Hundeorganismus zur synthetischen Purinneubildung 
befdhigt sei. Dabei ist es sehr wenig wahrscheinlich, daB bei diesem 
ProzeB die Endstufe des Purinstoffwechsels, das Allantoin, synthetisiert 
werde, obwohl Lppinger* auch diese Méglichkeit durch einen Hunde- 
versuch erwiesen hat. Der Autor konnte namlich zeigen, da bei 


Leber eine Allantoinbildung erfolgt. Es kommt uns jedoch viel wahr- 
scheinlicher vor, daB der Hundeorganismus unter dem EinfluB ver- 
schiedener Faktoren Purinkomplexe neuzubilden vermag, um sie dann 


1 J. of biol. Chem. 36, 9, 1918. — ? Ebenda 48, 563,,1921. — * Arch. 
slav. Biol. 3, 20, 1919. — * Hofmeisters Beitr. 6, 287, 1905. 
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dem Verbande von Nucleinséuremolekiilen einzuverleiben. Auf dies: 
Fahigkeit des Saugetierorganismus hat schon O. Firth! hingewiesen 
Die Allantoinbildung selbst diirfte dann auf oxrydativem Wege aus dei 
Purinbasen erfolgen. 

SchlieBlich sei noch in diesem Zusammenhange auf eine Arbeit 
von Nobuyoshi Umeda? aufmerksam gemacht, in welcher der Verfasse: 
angibt, daB mit kohlenhydratreicher Kost eine hohe Purinausscheidung 
einhergeht, beim Menschen fiir Harnsiure, beim Hund fiir Allantoin 
Es ergeben sich fiir den Autor gewisse Anzeichen fiir eine synthetisch: 
Purinbildung bei kohlenhydratreicher Nahrung. Die von uns mit Kost 
type III an beiden Hunden erzielten Resultate scheinen die Annahme 
dieses Autors zu_ bestatigen. 


Zusammenfassung. 

Zwei im Stoffwechselkafig befindlichen Hunden wurden drei ver- 
schiedene Kosttypen gereicht: 1. eine eiwetB- und relativ auch purin- 
reiche, 2. eine sehr purinreiche und 3. eine sehr purinarme. Das Koérper- 
gewicht der Hunde blieb wahrend der ganzen Versuchszeit konstant, 
so daB ein Abbau von kernhaltigem kérpereigenem Zellmaterial aus- 
geschlossen werden konnte. In dem unter Zusatz von Toluol und 
Chloroform aufgefangenen Harn wurde der Purinstickstoff nach Arnstein 
und der Allantoinstickstoff nach Larson bestimmt und die erhaltenen 
Werte in einer Tabelle zusammengefaBt. 

In Ubereinstimmung mit vielen Literaturangaben findet sich im 
Hundeharn nur eine verschwindend kleine Menge von Purinbasen 
neben sehr viel Allantoin, das offenbar das Endprodukt des Purinstoff- 
wechsels beim Hund darstellt. 

Bei allen Kosttypen ergab sich eine bedeutende Mehrausscheidung 
an Gesamtpurin-N im Harn im Verhaltnis zum Puringehalt der Nahrung. 
(Bei dem einen Hund betrug diese Mehrausscheidung 6,495 g, bei dem 
anderen 4,463 g.) Besonders auffallend war das diesbeziigliche Ergebnis 
bei der Fiitterung mit einer fast purinfreien Kost, bei welcher ein Viel- 
faches des mit der Nahrung zugefiihrten Purinstickstoffs im Harn zum 
Vorschein kam. Die allenthalben erhaltenen Resultate sprechen fiir 
die Wahrscheinlichkeit einer sunthetischen Neubildung von Purinkom- 
plexen im Hundeorganismus, aus denen durch Oxydation Allantoin 
hervorgehen diirfte. Eine Beeinflussung dieser synthetischen Purin- 
neubildung durch eine spezifisch-dynamische EiweiBwirkung oder 
durch reichliche Kohlenhydratzufuhr liegt durchaus im Bereich der 
Moglichkeit. 


1 Probleme 2, 155, 1913. — ® Biochem. J. 9, 421, 1916. 
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(‘ber eine neue Methode zur quantitativen Bestimmung 
des Carnosins in biologischen Fliissigkeiten. 


Von 
Regine Kapeller-Adler und Fritz Haas. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 12. Februar 1934.) 


I. 
Fir das Carnosin 


HC=C—CH,—CHCOOH 
| >NH | 
N=CH NHCOCH,CH,NH, 


diesen wichtigen und spezifischen Muskelbestandteil, sind bisher mannig- 
faltige Bestimmungsmethoden teils gravimetrischer, teils kolorimetrischer 
Natur bekannt geworden. Bei diesen Verfahren gelangt das Carnosin 
entweder als solches oder nach vorangegangener Hydrolyse als Histidin 
zur Untersuchung. 


Firth und Hryntschak' haben eine kolorimetrische Bestimmungs- 
methode fiir das Carnosin, bei welcher dieses nach vorhergehender I[solierung 
mittels Phosphorwolframsaéure und Silberbaryt in die Kupferverbindung 
iibergefiihrt wird, ausgearbeitet. Kuen? hat in O. Firths Laboratorium 
diese Methode dahin abgeandert, daB er die Carnosinfraktion nicht mittels 
Phosphorwolframsaéure und Silberbaryt, sondern mittels Mercurisulfat 
herstellt. Derselbe Autor hat iibrigens auch ein gravimetrisches Verfahren 
zur Bestimmung des Carnosins in Form seiner Kupferverbindung an- 
gegeben. Dieses soll viel bessere Werte ais das entsprechende kolori- 
metrische liefern. 

Weiter kann das Carnosin diazokolorimetrisch nach Késsler und Hanke?® 
ermittelt werden. Gegen diese Methode hat MW. Clifjord 4 Einwande erhoben, 
weil sie, im Gegensatz zu den Behauptungen von Késsler und Hanke keine 
strenge Proportionalitat zwischen der vorhandenen Imidazolmenge und 
der entwickelten Farbintensitaét feststellen konnte. Hunter® bestatigt 
hingegen vollkommen die Beobachtungen von Késsler und Hanke. Auch 
Kuen gelangt zu ahnlichen Ergebnissen. Bei der indirekten Bestimmung 
des Carnosins in Form von Histidin wird vor allem das diazokolorimetrische 
Verfahren nach Késsler und Hanke geiibt. Weiter hat Kwen eine Methode 
ausgearbeitet, bei der das aus dem Carnosin abgespaltene Histidin als 


1 Diese Zeitschr. 64, 172, 1914. — ? Ebenda 189, 60, 1927. — 3 J. of 
biol. Chem. 39, 497, 522, 1919. — 4 Biochem. J. 15, 400, 725, 1921; 16, 
341, 1922. — ® Ebenda 15, 689, 1921. 
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Pikrolonat gravimetrisch ermittelt wird. Was nun die Wertigkeit dies: 

einzelnen Carnosinbestimmungsmethoden betrifft, so ist nach Kuen den 
gravimetrischen Verfahren vor den kolorimetrischen unbedingt der Vorzug 
zu geben. Die kolorimetrisch ermittelten Werte fallen zu hoch aus, wei! 
neben dem Carnosin auch noch andere Stoffe erfaBt werden, und zwa: 
gilt das sowohl fiir die Bestimmung des Carnosins als Kupfersalz, als ins 
besondere fiir das diazokolorimetrische Verfahren nach Késsler und Hanke. 
So gibt Hunter an, daB die Purine bis zu 3°, die Bildung des Diazofarbstoffs 
mitbedingen. 


Das Fehlen einer rasch arbeitenden, verlaBlichen kolorimetrischen 
Methode zur Bestimmung des Carnosins gab die unmittelbare Ver- 
anlassung zur Inangriffnahme der zu beschreibenden Untersuchungen 


Vor kurzem hat die eine von uns! eine neue kolorimetrische Mikro- 
methode zur quantitativen Histidinbestimmung in verschiedenen 
biologischen Fliissigkeiten ausgearbeitet. Dieses Verfahren, welches 
eine von Knoop? fiir das Histidin angegebene Reaktion zur Grundlage 
hat, beruht darauf, daB das Histidin mit einer entsprechend hergestellten 
Bromessigséurelésung vorsichtig in Reaktion gebracht, hierauf mit 
einem bereitgehaltenen Ammoniak-Ammoncarbonatgemisch versetzt 
und, in einem heiBen Wasserbad erwarmt, eine tief blauviolette Farbung 
liefert. Beim Erkalten erreicht die Farbintensitat ihr Maximum. Diese 
Reaktion, deren Empfindlichkeit 1: 50000 betragt, zeichnet sich vor 
allem durch ihre unbedingte Spezifitat fiir das Histidin aus. Das Zu- 
standekommen dieser Umsetzung ist an das Vorhandensein eines in- 
takten Alaninrestes gekniipft, so zeigen weder die Imidazolpropionséure 
noch die Imidazolmilchsiure, noch die Imidazolessigsiure diese Re- 
aktion. Nicht einmal das Carnosin, das #-Alanylderivat des Histidins. 
liefert ein positives Ergebnis. Gerade diese Tatsache wurde von grund- 
legender Bedeutung fiir die spaéter zu schildernde Bestimmung von 
Carnosin neben Histidin in biologischen Fliissigkeiten. 


If. Methodik der Carnosinbestimmung in Muskelausziigen, welche kein freies 
Histidin enthalten (Siugetiermuskeln). 


100 bis 150 g frischen, von Fett und Bindegewebe méglichst befreiten 
Muskels werden in der Fleischhackmaschine fein zerkleinert und mit Wasser 
bei 70° extrahiert. Der Auszug wird abfiltriert und der Riickstand nochmals, 
wie beschrieben, ausgezogen. Diese Prozedur wird im ganzen dreimal 
wiederholt. Die vereinigten Ausziige werden mit 10° ,iger Essigsiure bei 
70° koaguliert, der Niederschlag abfiltriert und das Filtrat am Wasserbad 
auf ein sehr kleines Volumen eingeengt. In einem aliquoten Teil dieses auf 
ein bestimmtes Volumen gebrachten Auszugs wird eine Mikro-Kjeldahl- 
Bestimmung durchgefiihrt. 


1 R. Kapeller-Adler, diese Zeitschr. 264, 131, 1933. — ? Hofmeisters 
Beitr. 11, 356, 1908. 
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Ein gr6Berer aliquoter Teil dieses Extrakts wird nun einer Hydrolyse 
nach Broude' unterworfen, wobei simtliches im Extrakt vorhandenes 
Carnosin in Histidin umgewandelt wird. Entsprechend den Angaben 
Broudes wird Carnosin nach fiinfstiindigem Erhitzen mit 13 °,iger Schwefel- 
siure ganzlich zu Histidin hydrolysiert. Dieses aus dem Carnosin des 
Muskelextrakts abgespaltene Histidin wird nun, wie folgt, quantitativ 
ermittelt. Das nach der Vorschrift Broudes hergestellte Hydrolysat wird 
guar Entfernung der Hauptmenge der Schwefelsiure mit Bariumcarbonat 
versetzt, der Bariumsulfatniederschlag nach dem Absetzen abgenutscht 
und der Riickstand zwecks méglichster Vermeidung von Verlusten 6fters 
mit Wasser ausgekocht. Die mit dem Hauptfiltrat vereinigten Ausziige 
wurden auf ein kleines Volumen eingeengt (L6sung A). In einem aliquoten 
Teil dieser Lésung wird ihr nunmehriger Stickstoffgehalt mittels Mikro- 
Kjeldahl-Bestimmung ermittelt und so die durch die Aufarbeitung des H ydro- 
lysats bedingte Verlustgr6Be in Rechnung gesetzt. 


Bevor das dem Carnosin entstammende Histidin der eigentlichen Be- 
stimmung zugefiihrt wird, soll es zweckmaBig isoliert werden. Ein gréBerer 
aliquoter Teil der Lésung A wird deswegen auf dem Wasserbad auf ein 
sehr kleines Volumen eingeengt, der Riickstand in einen Erlenmeyer-Kolben 
mit sehr wenig Wasser hiniibergespiilt und mit 96°,igem Alkohol bis zur 
beginnenden Triibung der Lésung versetzt. Hierauf wird ein Drittel des 
verbrauchten Alkoholvolumens an Ather hinzugefiigt. Nun wird die Lésung 
mit itiberschiissigem Hopkinsschem Reagens (10°,ige Auflésung von 
Mercurisulfat in 5°,iger Schwefelsiure) gefallt. Der gebildete Niederschlag 
wird 24 Stunden stehengelassen, dann abgesaugt, mit Alkohol und Ather 
gewaschen und getrocknet. Das so gewonnene Pulver wird in heifer, ver- 
diinnter Salzsiure aufgelést und das Filtrat mittels Schwefelwasserstoffs 
entquecksilbert. Nach dem Abfiltrieren des Mercurisulfids wird die Lésung 
am Wasserbad nach Neutralisation der Salzsiiure eingeengt und der Riick- 
stand in einer bestimmten Menge verdiinnter Schwefelsdiure (10 ccm) 
aufgenommen. Die so gewonnene Lésung B bildet das Ausgangsmaterial 
fiir die kolorimetrische Histidinbestimmung. Diese erfolgt genau nach der 
seinerzeit von der einen von uns beschriebenen Methode. Der ermittelte 
Histidinwert wird entsprechend auf Carnosin umgerechnet. Mittels dieser 
Methode erhielten wir bei den einzelnen untersuchten Muskelarten folgende 
Carnosinwerte : 


100 g frischen Muskels enthalten Carnosin in Grammen. 





Art des untersuchten Literatuewerte: 


Muskels 
> { 0,328 | 4 a9 0,18 Smorodinzew* | : . 
ro 1, 0,820 | 324 0,26—0,48 Kuen ** | ‘Praparativ) 
ae { 0,237 | 9 9: 0,26 Smorodinzew Tt \ eee 
Rind 0.239 | ,238 0'32--0.36 Kuen ** | (priparativ) 
Schwein. ..... 0,304 0,29 Smorodinzew tt  (praparativ) 
* Zeitschr. f. physiol. Chem. 87, 20, 1913. — ** 1. ¢. + Zeitschr. f. physiol. Chem. 92, 


214, 1914. — ++ Ebenda 128, 116, 1922. 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 158, 19, 1926. 
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Die fiir den Pferdemuskel von uns ermittelten Carnosinwerte 
gehéren derselben GréBenordnung wie die von Kuen angegebenen 
diesbeziiglichen Zahlen an. Srorodinzew fiihrt einen viel niedri- 
geren Carnosinwert fiir den Pferdemuskel an. Hingegen stimmen 
unsere, bei der Untersuchung von Rinds- und Schweinemuskel ge- 
wonnenen Carnosinwerte sehr gut mit den entsprechenden Angaben 
von Smorodinzew iiberein. 


II. Untersuchung von Vogelmuskulatur. 
Bestimmung von Anserin neben Carnosin. 


Ackermann und seine Mitarbeiter! haben aus der Gansemuskulatur 
ein Imidazolderivat darzustellen vermocht, welches sie Anserin nannten, 
und welches ihrer Konstitutionsermittlung? nach ein im Imidazolkern 
methyliertes Carnosin darstellt. 


HC——-C—CH,—C H—COOH 


| | 
N NCH, NH 
\/4 | 
CH COCH,CH,N Hy 


Was seine chemischen Kigenschaften anlangt, so unterscheidet 
sich dieser Stoff vom Carnosin vor allem dadurch, daB er die 
fiir alle Imidazolderivate charakteristische Paulysche Diazoreaktion 
nicht gibt. 

Angaben von Clifford*, von Toltschewskaia* und von Keil, Linneweh 
und Mitarbeitern® stimmen darin vollkommen iiberein, da’ das Carnosin 
fast bei allen Wirbeltieren vorkommt. Es fehlt bei manchen Fischen, 
wie bei Anacanthinen und bei Avertebraten, weiter bei Finken und 
Eulen. Das Anserin kommt vornehmlich in der Vogelmuskulatur 
vor und soll nach Angaben von Keil® bei Séugetieren fehlen. Dieser 
Ansicht kénnen sich Wolff und Wilson’? nicht anschlieBen, weil es 
ihnen gelungen ist, aus der Muskulatur von Hund und Katze Anserin 
zu isolieren. 

Da also Carnosin und Anserin 6fters vergesellschaftet in der 
Muskulatur auftreten, legten wir uns die Frage vor, ob eine 
Moglichkeit der gleichzeitigen Bestimmung beider Stoffe gegeben 
ware. Das Anserin selbst liefert keinerlei charakteristische Farben- 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 183, 1, 1929. — * Ebenda 187, 1, 
1929; 189, 80, 1930. — *% Biochem. J. 15, 725, 1921. — * Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 185, 28, 1929. 5 Zeitschr. f. Biol. 86, 187, 1927. — 
® Zeitschr. f. physiol. Chem. 187, 1, 1929. — * J. of biol. Chem. 95, 495, 
1930. 
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reaktionen. Bei der Hydrolyse entsteht aus dem Anserin das 
Methylhistidin 


HC--C—CH,—C HCOOH 


N NCH, NH, 


CH 


welches zum Unterschied vom Histidin keine positive Paulysche 
Diazoreaktion zeigt. Hingegen fallt nach Angaben Linnewehs! die 
Knoopsche Bromprobe mit Methylhistidin positiv aus. In der schon 
oben erwahnten Arbeit? konnte an einem von Herrn Prof. Acker- 
mann uns freundlichst zur Verfiigung gestellten Priaparat gezeigt 
werden. da das Methylhistidin als einziges der untersuchten 
Histidinderivate die Reaktion mit Bromessigsiure und dem Am- 
moniak-Ammoncarbonatgemisch zeigt. Allerdings betrug die Farbe- 
kraft des hierbei entstehenden Farbstoffs nur ein Finftel derjenigen 
des Histidins. 


Auf Grund dieser Feststellungen konnte an die Ausarbeitung 
einer Methode zur gleichzeitigen Bestimmung von Carnosin und Anserin 
geschritten werden. 


Aus 150 g Hiihnermuskulatur wurde nach der oben gegebenen Vor- 
schrift ein Auszug hergestellt. Die Untersuchung eines aliquoten Teiles 
dieses Extraktes ergab eine positive Paulysche Diazoreaktion, was fiir ein 
Vorhandensein ‘von Carnosin in diesem Muskelauszug spricht. Ein gréBSerer 
aliquoter Teil des Extraktes wurde einer Hydrolyse nach Broude (Il. c.) 
unterworfen und das Hydrolysat, wie oben geschildert, aufgearbeitet. Ein 
kleiner Teil der schlieBlich erhaltenen Loésung wurde der Bromessigsiure- 
reaktion unterworfen, welche stark positiv ausfiel. Diese Reaktion war 
anscheinend bedingt durch das aus dem Carnosin entstandene Histidin 
und das dem Anserin entstammende Methylhistidin. Die Bestimmung 
beider Stoffe wurde nun wie folgt vorgenommen: Den Histidingehalt 
ermittelten wir in einem aliquoten Teil des Hydrolysats nach der Diazo- 
methode von Weiss und Ssobolew*® in der von O. Firth und E. H. Majer* 
verbesserten Form. In einem anderen Teil des Hydrolysats wurde die 
kolorimetrische Bestimmung nach Kapeller-Adler durchgetiihrt. Diese 
Reaktion wurde direkt in der urspriinglichen Lésung ohne vorhergehende 
lsolierung der Hopkinsschen Fraktion angestellt. Die Farbe der Reaktions- 
lésung wurde gegen eine Histidinstandardlésung verglichen. Die erhaltenen 
Werte stellen die Summe aus Histidin und Methylhistidin dar. Subtrahiert 
man von dieser Summe den bei der Bestimmung nach Weiss und Ssobolew 
gewonnenen Histidinwert und multipliziert den verbleibenden Rest mit 5, 
so bekommt man den Methylhistidinwert. Die auf diese Weise fiir das 


 Zeitschr. f. physiol. Chem. 183, 11, 1929. ® Kapeller-Adler, diese 
Zeitschr. 264, 131, 1933. — * Diese Zeitschr. 58, 119, 1914. * Ebenda 
264, 142, 1933. 
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Histidin und Methylhistidin gewonnenen Zahlen werden auf Carnosin und 
Anserin umgerechnet. Nachfolgend bringen wir die erzielten Resultat: 


100 g Hitthnermuskel enthalten in Grammen: 





Literaturangaben 


Carnosin..... 0,123 | 4. Hoppe-Seyler *; 0,17 zit. nach Guggenheim ** 


mngerine ss 0,419 | 0,12 (praparativ) Ackermann *** 


* Zeitschr. f. physiol. Chem. 18¢, 276, 1929. — ** Biogene Amine, 2. Aufl., 1924, S. 211 
*** Zeitschr. f. physiol. Chem. 188, 1, 1929. 


Was den Carnosinwert anlangt, so vermutet Hoppe-Seyler auf Grund 
des positiven Ausfalls der Paulyschen Diazoreaktion, daB auch in der 
Vogelmuskulatur Carnosin enthalten sei. Er weist auf die Schwierigkeit 
der Isolierung des Carnosins neben Anserin aus der Vogelmuskulatur 
hin. Der von Guggenheim zitierte Wert gehért derselben GréBenordnung 
an wie der von uns ermittelte. 


Der von uns bestimmte Anserinwert ist viel héher als der von 
Ackermann angefiihrte. Allerdings handelt es sich beim letzteren 
um eine auf priparativem Wege gewonnene Zahl, bei der man immerhin 
mit Verlusten rechnen muB. Doch méchten wir den von uns ermittelten 
Anserinwert keineswegs als definitiv betrachten. Es ware vielmehr 
dringend notwendig, denselben an der Hand von Anserinpriparaten 
verschiedener Herkunft zu kontrollieren. 


IV. Untersuchung von Fisehmuskel (Karpfenmuskel). 
Bestimmung von Carnosin neben freiem Histidin. 


Aus 125g Karpfenmuskeln wurde nach obiger Vorschrift ein Extrakt 
hergestellt. Bei der niheren Untersuchung dieses Auszugs zeigte es sich, 
daB er eine positive Bromessigsiurereaktion zeigte, da8 er also praformiertes 
Histidin enthalte. Nun wurde in einem aliquoten Teil des Karpfenmuskel- 
auszugs das Histidin mittels Hopkinsschen Reagens isoliert, diese Fraktion, 
wie oben beschrieben, zerlegt, und in der resultierenden Lésung das Histidin 
kolorimetrisch nach Kapeller-Adler bestimmt. Ejin anderer aliquoter Teil 
des Karpfenextraktes wurde einer Hydrolyse nach Broude unterworfen, 
das Hydrolysat entsprechend aufgearbeitet und die nach der Zerlegung des 
Hopkinsschen Niederschlags erhaltene Lésung wiederum der kolorimetri- 
schen Histidinbestimmung zugefiihrt. Da der so erhaltene Histidinwert 
viel héher ist als der vor der Hydrolyse ermittelte, mu8 der Karpfenmuske! 
auBer dem vorgebildeten Histidin noch Carnosin enthalten, und die nach 
der Hydrolyse gewonnene Histidinzahl stellt somit die Summe aus 
dem praformierten Histidin und dem aus Carnosin bei der Hydrolyse ent- 
stehenden Histidin dar. Zieht man also von dieser Summe den vor der 
Hydrolyse erhaltenen Histidinwert ab und rechnet den verbleibenden Rest 
entsprechend um, so bekommt man den Carnosinwert. 
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Folgende Werte wurden nach dieser Methode bei der Untersuchung 
von Karpfenmuskeln erhalten. 


100 g Karpfenmuskel enthalten in Grammen: 





Literaturangaben 


rato ie istidi OR sonito " 
Praformiertes Histidin | 0,096) 0.088 Bonito . . . 0,17 
0,081) Maguro 


(Thuntisch) Suzuki * 
Lachs. ... + 
FluBaal . . 2. — 


Carnosin 0,059 Bonito ... — 
Maguro. . . 0,200 
Lachs. . . . 0,055 
FluBaal . . . 0,067 


| Suzuki (Cl. e.) 


Goldfisch . . 0,11 zit. nach 
Hering . . . 0,16 | Guggenheim (1. c.) 


* Zeitschr. f. physiol. Chem. 62, 1, 1909. 


Suzuki hat also beim Bonito und Maguro (‘Thunfisch) ebenfalls 
Histidin pra formiert vorgefunden. Der von uns fiir den Karpfenmuskel 
ermittelte Carnosinwert stimmt gut mit Suzukis diesbezuglichen An- 
gaben fiir den Lachs und FluBaal iiberein. Wir waren nicht in der 
Lage, frischen Seefischmuskel zu untersuchen. In der Marktware 
(Kabeljaumuskel) konnten wir weder vorgebildetes Histidin noch 
Carnosin noch Anserin?! nachweisen, was vermutlich mit Zersetzungs- 
vorgingen zusammenhangen diirfte. 


Zusammenfassung. 


l. Es wurde eine neue Carnosinbestimmungsmethode angegeben, 
welche darauf beruht, daB Carnosin zunéchst zu Histidin hydrolysiert, 
als solches nach der von Kapeller-Adler angegebenen kolovimetrischen 
Methode zur Bestimmung gelangt. Die auf diesem Wege erhaltenen 
Carnosinwerte fallen, im Gegensatz zu den bisherigen, kolorimetrisch 
ermittelten Carnosinzahlen etwas niedriger aus, was wohl darauf 
zuriickzufiihren ist, daB die genannte Methode fiir Histidin und somit 
auch fiir das Carnosin spezifisch ist. 

2. Mittels dieses Verfahrens wurde Rinds-, Pferde- und Schweine- 
muskel untersucht. Fiir den Rindsmuskel ergaben sich 0,238%, 


1 Vgl. Ackermann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 197, 135, 1931. 
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fiir den Pferdemuskel 0.524%, und fiir den Schweinemuskel 0,501° , 
Carnosin. 


3. Es wird weiter eine Methode zur Bestimmung von Carnosin 


neben Anserin angefiihrt. Das Carnosin wird, zu Histidin hydrolysiert, 
nach der Diazomethode von Weiss und Ssobolew ermittelt, das Anserin 
gelangt nach der Hydrolyse als Methylhistidin neben dem aus den 
Carnosin stammenden Histidin kolorimetrisch nach Kapeller-Adler 
zur Bestimmung. Nach dieser Methode untersuchtes Hiihnerfleisch, 
enthielt 0,12°, Carnosin und 0,421°, Anserin. 


4. SchlieBlich wurde Karpfenmuskel untersucht. Dieser enthielt 
neben Carnosin priformiertes Histidin. Gleichzeitig wurde eine Methode 
zur Bestimmung von beiden Stoffen nebeneinander angegeben. Im 
Karpfenmuskel wurden 0,088°, vorgebildetes Histidin und 0,059°%, 
Carnosin bestimmt. 





Uber den Kohlenhydratgehalt der Proteine des Hiihnereiweibes. 


Von 
Margrethe Sérensen. 


(Aus dem Carlsberg Laboratorium, Kopenhagen.) 


~ 


(Eingegangen am 7. Januar 1934.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


Herrn Prof. Dr. Vald. Henriques 
an seinem 70. Geburtstag gewidmet. 


Wahrend es schon lange bekannt war, daB die Proteine des Hiihner- 
eiweiBes Glucosamin enthalten, einige von ihnen sogar in solchen Mengen, 
daB man sie zu den ,,Glucoproteiden” gezihlit hat, wurde erst in den 
letzten Jahren die Anwesenheit eigentlicher stickstofffreier Kohlen- 
hydrate nachgewiesen. So fanden Frankel und Jellinek! 1927, daB 
Kialbumin geringe Mengen von Mannose enthalt. 

Da sich nun im Gegensatz zu Glucosamin alle haufiger vor- 
kommenden eigentlichen Kohlenhydrate mit Hilfe der ,,Orcinmethode**? 
bestimmen lassen, hat man es fiir wiinschenswert gehalten, dieses 
Verfahren zur Bestimmung der Art und Menge von eigentlichen Kohlen- 
hydraten in den Proteinen des HiihnereiweiBes zu benutzen. 

Die Proteine des HiihnereiweiBes kénnen durch fraktionierte 
Fallung mit Ammoniumsulfat oder anderen Salzen, durch Koagulation, 
Dialyse und andere Methoden voneinander getrennt werden. Die 
verschiedenen Fraktionen und deren Mengen variieren je nach der 
angewandten Methode. Dieses Verhalten steht in guter Cbereinstimmung 
mit S. P. L. Sérensens Auffassung des Zustandes der Proteine in 
biologischen Fliissigkeiten, indem er sie als ,,reversibel dissoziable 
Komponentensysteme*‘ betrachtet, die durch sekundire Bindungen 
zusammengehalten werden, welche je nach der Behandlungsweise der 
betreffenden Proteinlésung in kleinerer oder gréBerer Zahl gelést werden. 
In der vorliegenden Arbeit wurden die Proteine des EiweiBes in vier 
(spater fiinf) Fraktionen geschieden, namlich Globulin-Mucin, Albumin, 
Conalbumin und Mucoid. Die Globulin-Mucinfraktion wurde durch 
Halbsattigen mit Ammoniumsulfat dargestellt, die Albuminfraktion 
durch Kristallisation des Filtrats vom Globulin-Mucin, die Conalbumin- 
fraktion durch Koagulation des Filtrats vom Albumin, und endlich die 


1S. Frankel u. C. Jellinek, diese Zeitschr. 185, 392, 1927. — * Margrethe 
Sérensen u. G. Haugaard, C.r. Lab. Carlsberg 19, Nr. 12, 1933; diese Zeitschr. 
260, 247, 1933. 
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Mucoidfraktion durch Alkoholfallung des Filtrats vom Conalbumi: 
Art und Menge von Kohlenhydrat in jeder dieser vier Fraktionen wurd: 
bestimmt und auBerdem Art und Menge des im Filtrat vom Mucoi 
vorhandenen, an kein Protein gebundenen Kohlenhydrats. — Dies: 
Kohlenhydratbestimmungen wurden nach den in einer fritheren Arbeit 
(l. ec.) gegebenen Angaben ausgefiihrt. 


Versuchsteil. 
Hauptversuch. 


Das Weibe von fiinf Eiern wurde gut geschlagen, um die Haute zu 
zerteilen, und zur Abtrennung der Haute durch ein Sieb gegossen. 10 cen 
(10,31 g) des soweit als méglich einheitlichen Produktes wurden zu Analyse: 
(Stickstoff- und Kohlenhydratbestimmung) abgewogen und 100 cei 
(102,62) zur Fallung. 

Die 100 cem wurden unter standigem Umriihren durch Zutropfen von 
100 cem einer gesittigten Am,SO,-Lésung gefallt. Das ganze blieb bis 
zum niaichsten Tage stehen, dann wurde das ausgeschiedene Globulin-Mucin 
abfiltriert und auf dem Filter sorgfaltig mit halbgesattigter Am,SO, 
Lésung gewaschen. Der Niederschlag wurde in Wasser gelést und sowoh| 
in der Globulin-Mucinlésung wie in der Waschfliissigkeit Stickstoff und 
Kohlenhydrat bestimmt. 

Auch das Filtrat vom Globulin-Mucin wurde analysiert und aus dem 
Rest des Filtrats nach Zusatz von passenden Mengen Am,SO,-Lésung 
(pH 4.8) und n/5 H,SO, das Albumin auskristallisiert. Wahrend de: 
4 Tage dauernden Kristallisation wurde allmiahlich soviel gesattigte Am,S O, 
Lésung zugesetzt, daB die Fliissigkeit 56 cem gesattigter Am,S O4-Losung 
auf 44 cem Wasser enthielt. Das auskristallisierte Albumin wurde abfiltriert 
und sechs- bis achtmal mit einer Am,SO,-Lésung gewaschen, die 58 ccm 
gesittigter Lésung auf 42 cem Wasser enthielt. Das Albumin wurde in 
Wasser gelést und Lésung, Filtrat und Waschflissigkeit analysiert. 

Das Conalbumin wurde aus dem restlichen Filtrat nach Zusatz von 
20 cem einer Mischung gleicher Volumina von n Essigséure, n Natrium 
acetat und gesattigter Kalium-Natriumsulfatlésung durch Koagulation 
(20 Minuten Erwéirmung auf dem kochenden Wasserbad) ausgeschieden. 
Der Niederschlag wurde abfiltriert, auf dem Filter mit warmem Wasse1 
bis zur vélligen Entfernung aller Salze gewaschen, darauf mit Alkohol und 
Ather behandelt und zuerst an der Luft, spiter im Vakuum tiber H,5S0O, 
zu konstantem Gewicht getrocknet. Stickstoff und Kohlenhydrat wurden 
in einer Lésung des Niederschlags in Wasser und ganz wenig n/5 NaOH. 
sowie im Filtrat und Waschwasser bestimmt. Aus dem Filtrat von Con 
albumin wurde das Mucoid durch Fallung mit dem dreifachen Volumen 
96°,igen Alkohols abgeschieden. Hierbei wurde gleichzeitig ein wesent- 
licher Teil der in der Lésung vorhandenen Salze ausgefiallt. Nach Stehen- 
lassen tiber Nacht wurde filtriert und der Niederschlag auf dem Filte: 
zuerst mit verdiinntem Alkohol (3 Teile Alkohol + 1 Teil Wasser), sodann 
mit 96°,igem Alkohol gewaschen. Der Niederschlag wurde in Wasse: 
gelést und der vorhandene Alkohol durch Einengen der Lésung mit Hilf 
eines Blasers (Féhn) entfernt. Dann wurde die Lésung mit Wasser auf da- 
urspriingliche Volumen verdiinnt und analysiert. Filtrat -- Waschfliissigke:' 
wurden ebenfalls eingeengt, in Wasser gelést und auch diese Lésung analysiert. 





Kohlenhydratgehalt der Proteine des HiihnereiweiBes. 


Die Stickstoffbestimmungen wurden in allen Fallen, wo die Gegen- 
wart von Ammoniumsulfat direkte Totalstickstoffbestimmungen un- 
méglich machte, mit Hilfe von Fallung durch Gerbsaurelésung! aus- 
vefiihrt, die Kohlenhydratbestimmungen stets nach der ,,Orcinmethode**. 


In Tabelle “I, die die Verteilung von Stickstoff und Kohlenhydrat 
zeigt, sind die mit der Orcinmethode gemessenen und entsprechend 
aufmultiplizierten Extinktionen angegeben.  Natiirlich kann nicht 
davon die Rede sein, Extinktionen von der in der Tabelle angefiihrten 


GréBe tatsichlich zu messen, doch geben sie einen bequemen und leicht 
zu berechnenden Ausdruck fiir die gesamte vorhandene Kohlenhydrat- 
menge, wogegen die Extinktionsmessungen allein zur gesonderten 
Berechnung der Menge der verschiedenen Kohlenhydrate, die sich in 
manchen der Lésungen finden, nicht ausreichen, weil diese Lésungen 
Proteine und freies Kohlenhydrat in unbekannten Mischungsverhalt- 
nissen enthalten. Aus den Analysenresultaten der Tabelle | geht hervor, 
da es méglich ist, die Verteilung von Stickstoff und Kohlenhydrat 
wihrend der ganzen Fraktionierung quantitativ zu verfolgen. Die 
Ubereinstimmung der Werte fiir Stickstoffgehalt und Extinktion des 
Ausgangsmaterials mit der Summe der entsprechenden Werte fiir die 
einzelnen Fraktionen ist vollkommen zufriedenstellend. 


Mit Hilfe systematisch durchgefiihrter Wagungen aller Lésungen 
vor und nach der Filtration ist es méglich, zu berechnen, wie viel Filtrat 
in die verschiedenen Waschfliissigkeiten eingegangen ist. Der Gehalt 
der Waschfliissigkeit an Proteinstickstoff und Kohlenhydrat entspricht 
jedoch in keinem Falle den in den Waschfliissigkeiten vorhandenen 
Filtratmengen, da bei der Waschung auBer der Entfernung des von den 
Niederschlagen zuriickgehaltenen Filtratanteils auch entweder ein Teil 
der den Niederschlag bildenden Fraktion in Lésung geht, oder ein Teil 
der nachsten Fraktion ausgewaschen wird, der bei der Fallung durch 
den Hauptniederschlag mitgerissen wurde. AuBerdem treten in fast 
allen Fraktionen geringe Mengen von nicht koagulierbarem Stickstoff 
auf, was sicher darauf zuriickzufiihren ist, daB bei den verschiedenen 
Fallungen Mucoid in héherem oder geringerem Grade mitgerissen wurde. 
Bei den Berechnungen, die der Tabelle I] zugrunde liegen, ist auf diese 
Verhaltnisse sowie auf die. Erfahrungen Riicksicht genommen worden, 
die man bei den weiter unten beschriebenen Untersuchungen der einzelnen 
Fraktionen gewann. Die Tabelle zeigt natiirlich einigermaBen 
schatzungsweise —, wie sich Stickstoff und Kohlenhydrat auf die 
verschiedenen Fraktionen verteilen. 


' Uber die Gerbsiurefallung vgl. 8. P. L. Sérensen u. Margrethe Séren- 
sen, Cor. Lab. Carlsberg 19. Nr. 11, 1932, S. 8: diese Zeitschr. 258, 23, 1933. 
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OUTRIME . 


Kohlenhydratgehalt der Proteine des HiihnereiweiBes. 


Tabelle II. 


Verteilung des Stickstoffs der Waschfliissigkeiten und Misch- 
fraktionen auf die vier Hauptfraktionen. 





Umgerechnet 
. ‘ . auf 100 cem 
mg N mg N mg N rohes Eiweif 


mg N 


Die Globulin-Mucin-Fraktion . . 183,1 
besteht aus: 
Globulin-Mucin . Losey 148,2 
Rest 34,9mg N 
UE Ne hy 27,4 
Comer... 5. x os i aos 3,4 
os. oe ee ee rs 4,1 


Waschfliissigkeit . . 196,6 

ie Filtrat vom Globulin- Mucin 
in der 1. W ae ee 118,0 
Albumin... . Tite 70,0 \ 
WS ee 86 } 1482.4 


Filaret vom Globulin-Mesin . 1364.4 / 1287/4 


Albuminfraktion. . . . nid 1025.6 
davon: 
MMERB re Sco eke es 960,1 
SS Se) nee 65,5 


2. Waschflissigkeit . roa Re 108,9 
davon: Filtrat vom Albumin in 
der 2. eens eee ney 29,0 
Albumin... oie, 41,4 
ee eae nee 38,5 
Kiltrat vom Albumin ..... 150,1 
( ee 
Waschfliissigkeit 
pt Filtrat vom Conalbumin 
in der 3. ve aaa maie 
Mucoid. . . ‘ 
Filtrat vom Conalbumin 


(Mucoid) . 


Summe 


Im ganzen finden sich also: 
Globulin-Mucin-N ..........e24e-. 148,2 mg 
Albumin-N: 27,4 + 70,0 + 1105.5 + 47.7... 1250,6 
Conalbumin-N: 3,4 + 149,2......... 152,6 
Mucoid-N: 4,1 + 8,6 + 75,4 + 44,3 + 62,2... 184,6 ,, 


Summe : 1736.0 mg 


Um aus den Extinktionsmessungen die Kohlenhydratmengen 
berechnen zu kénnen, mu8 man in jedem einzelnen Falle wissen, um 
welches Kohlenhydrat es sich handelt. Die verschiedenen Fraktionen 
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mussen daher weiter gereinigt werden, so da man bei der Bestimmun; 
der Art des Kohlenhydrats soweit als méglich mit einem einheitliche: 
Protein zu tun hat. Cher diese Reinigung vgl. den folgenden Abschnitt 


Die einzelnen Fraktionen. 


l. Die Globulin-Mucintraktion. 


Die Meinungen dariiber, ob HiihnereiweiB Globulin oder Mucin ode: 
beide Stoffe enthalt, sind bisher sehr geteilt gewesen. Noch 1931 schrei}y 
Joseph Needham’: ,,The egg-white of the hen’s egg contains two albumens. 
ovoalbumen and conalbumen, and two glucoproteins ovomucoid and 
ovomucin. It was at one time thought that there was a fifth, ovoglobulin 
Dillner studied it ... but Osborne and Campbell showed that it was simpl\ 
a mixture of the others in different proportions.*‘ L. Hektoen und A. G. Coli 
haben indessen schon im Jahre 1928 fiinf Proteine aus HiihnereiweifB dar 
gestellt, deren zwei sich in der durch Halbsattigung des EiweiBes mit 
Am,50O, gebildeten Fraktion fanden. Die erwahnten Forscher zeigten mit 
Hilfe der Prazipitinreaktion, daB alle fiinf Proteine voneinander verschieden 
sind. Da die beiden Verfasser eine ausgezeichnete Ubersicht iiber die vielen 
Bearbeitungen dieser Frage in den letzten 50 Jahren geben, sei hier nu 
auf deren Arbeit verwiesen. 

In der vorliegenden Untersuchung sind Globulin und Mucin nach eine 
ahnlichen Methode voneinander getrennt worden, wie sie Hektoen und Col: 
benutzen. 100 ccm EiweiB von ganz frisch gelegten Eiern (1 Stunde alt) 
wurden mit 100 ccm gesattigter Ammoniumsulfatlésung gefallt. Nach 
dem Stehenlassen iiber Nacht wurde zentrifugiert. Der Niederschlag. der 
ziemlich schleimig und daher schlecht filtrierbar war, wurde dreimal durch 
Verriihren und Zentrifugieren mit halbgesattigter Ammoniumsulfatlésung 
gewaschen. Darauf wurde der Niederschlag so gut als méglich in 80 ccm 
Wasser gelést (Stehenlassen ein paar Stunden lang), durch Zusatz von 
80cem gesaittigter Ammoniumsulfatl6sung gefallt (Stehenlassen tbe: 
Nacht), dann zentrifugiert und wie friiher dreimal mit halbgesattigte: 
Am,SO,-Lésung gewaschen. Die Lésungs- und Fallungsoperation wurde 
nochmals wiederholt, um sicher zu sein, daB méglicherweise mitgerissene~ 
Albumin entfernt war. Vgl. die Analysenresultate der Tabelle [LI (S. 278). 
Hierauf wurde der Niederschlag durch Zusatz von 50 cem Wasser teilweise 
gelést und am nachsten Tage vom ungelésten Rest abzentrifugiert. Hierbei 
erhalt man eine Globulinlésung, die zwar opalesziert, aber keinen Niede: 
schlag abscheidet. Der ungeléste Rest wird sieben- bis achtmal durch Ver 
riihren mit je 10 ccm Wasser (mit einem geringen Zusatz von KNaSO,: 
2 cem gesattigter Lésung auf 100 cem Wasser) und darauffolgendes Zentri 
fugieren gewaschen, um eventuell vorhandenes Globulin vollstandig zu 
entfernen. Der hierbei gewonnene Mucinniederschlag wurde durch Zusatz 
einer geringen Menge n/5 NaOH (bis zu alkalischer Reaktion) in Wasse! 
gelést. 

Sowohl in der Globulinlésung als auch in der Mucinlésung wurde Art 
und Menge des Kohlenhydrats mit Hilfe der Orcinmethode bestimmt 
sowie ferner der Gehalt an mit Gerbsaure fallbarem Stickstoff. 


1 Joseph Needham, Chemical Embryology 1, 265, 1931. — * L. Hektor 
u. A.G, Cole, J. of Infectious Diseases 42, 1, 1928. 
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Die Globulinlésung, die, wie erwaihnt, opaleszierte, aber keinen eigent- 
ichen Niederschlag enthielt, zeigte folgende Eigenschaften: sie wurde durch 
ein Volumen gesattigter Am,SO,-Lésung vollstandig gefallt (das Filtrat 
vab mit Gerbsiure keinen Niederschlag); bei der in gewéhnlicher Weise 
ausgetfiihrten Koagulation entstand zwar ein reichlicher Niederschlag, 
dessen Filtrat enthielt aber dennoch eine nicht unbetrachtliche Menge von 
gerbséurefallbarem Stickstoff (20°, der Gesamtmenge des Globulin- 
stickstoffs) 

Wie in einer fritheren Arbeit! ausfiihrlich dargelegt wurde, muB man, 
um die Art des Kohlenhydrats, die in einem Protein enthalten ist, zu be- 
stimmen, Zeitkurven der Farbstaérken ausarbeiten (gemessen durch die 
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10 Md ue, ane BE 30 
Minuten Minuten 
Abb. 1. Abb. 2. 


Extinktion fiir die Farbenfilter S 53 und S 47). die entstehen, wenn | cem 
der Proteinlésung? mit 2 cem 2 °,iger Orcinlésung + 15 cem Schwefelsiure 
der Konzentration 6cem H,SO, + 4cem Wasser 5, 10,..., 30 Minuten 
lang erwarmt wird. Die so erhaltenen Kurven werden dann mit den ent- 
sprechenden Zeitkurven verglichen, die in ganz gleicher Weise fiir die 
verschiedenen gewohnlich vorkommenden Kohlenhydrate ausgearbeitet 
werden. 

Das Globulin ergab, wie Abb. 1 zeigt, Kurven von gleicher Form 
wie die der Mannose, abgesehen davon, daB die Kurven des Globulins 
ebenso wie die entsprechenden anderer Proteine ,,verspaitet® sind, da 
die Hydrolyse des Proteins durch Schwefelsiure und damit der Kintritt 
der Farbreaktion einige Zeit erfordert. 

Mit Hilfe der Mannosekonzentrationskurve wurde die Menge der 
Mannose in der Globulinlésung zu 0,255 mg pro Il mg Globulin-N 
bestimmt. 


! Margrethe Sérensen u. G. Haugaard, |.c. — * Die Proteinlésung dart 
unter keinen Umstanden Toluol enthalten, da dieses groBen EinfluB auf den 
bei der Reaktion entstehenden Farbton hat. 
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Die Mucinlosung, die, wie erwahnt, klar, aber sehr schleimig wai 
zeigte folgende Eigenschaften: sie wurde durch Zusatz eines Volumens 
gesittigter Am,SO,-Lésung vollstandig gefallt, und alles Mucin wurd 
durch in gewéhnlicher Weise ausgefiihrte Koagulation abgeschieden 
(in beiden Fallen gab das Filtrat mit Gerbsiure keinen Niederschlag) 
Auch fiir die Mucinlésung wurden Zeitkurven ausgearbeitet. Abb. 2 
zeigt deren Verlauf, der dem Verlauf der Zeitkurven fiir eine Mischung 
gleicher Teile Mannose und Galaktose entspricht. Die Zeitkurven des 
Mucins sind, wie die des Globulins, stark ,,verspaitet’’. Beim Ablesen 
von einer Konzentrationskurve fiir gleiche Teile Mannose und Galak- 
tose ergibt sich, daB die Mucinlésung 1,161 mg Mannose + Galaktose 
auf 1 mg N enthalt. 

Aus einem Vergleich der Resultate der Kohlenhydratbestimmungen 
im Globulin und Mucin geht hervor, daB sich in den beiden Stoffen 
nicht nur verschiedene Kohlenhydrate vorfinden, sondern auch in 
wesentlich verschiedenen Mengen. Das Mucin enthalt 4,55mal mehr 
Kohlenhydrat als das Globulin. Hieraus geht deutlich hervor, dab 
im EiweiB sowohl ein Ovomucin als auch ein Ovoglobulin vorkommt. 


Tabelle III. 


Fraktionierung der Globulin-Mucinfraktion. 





mg N 


Rohes Eiwei8 100cem (102,5¢) ...... || 1740,5 


1. Zentrifugat ... . es See ae 1176,2 
1. Waschflissigkeit . . . . sik 403,4 
2 COOTER. ke ks Ae : 23,9 
2. Waschfliissigkeit . . . . : 15,4 
OE, eS is 4,0 
3. Waschflissigkeit . . . ; 3,8 
Die zur Filtration der Zentritagate ‘und W asch- 
fliissigkeiten benutzten Filter enthielten . . 21,6 
Globulinlésung . . . Mite ea 76,5 
Waschflissigkeit mit Globulinresten Lp eee 11,1 
PONG NERD: a ees recess a 10,4 
NNO 25 Sic. 8 LUNE. Soa eheals see ieias ae 5,2 


Summe 1751.5 


Die Stickstoffverteilung bei der Darstellung des Globulins und Mucins 
geht aus Tabelle III] hervor. Die in der Tabelle angegebenen Werte fii 
Globulin-N und Mucin-N sind Minimalwerte, da die auf den Filtern ver 
bliebenen 21.6 mg N teils dem Mucin, teils dem Globulin zugehéren, welche 
beim Dekantieren der Zentrifugate und Waschfliissigkeiten von den Filtern 
zuriickgehalten wurden. Der im dritten Zentrifugat und in der dritten 
Waschfliissigkeit gefundene Stickstoff stammt dagegen sicher im wesentlichen 
vom Globulin. da dieses Komponentensystem beim Lésen, Fallen und 
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Waschen mit halbgesattigter Am,SO,-Lésung bestandig kleine Mengen 
einiger seiner Komponenten abspaltet. Dies scheint iibrigens auch bei der 
Koagulation der Globulinlésung (s. 8S. 277) der Fall zu sein. 

Unter Beriicksichtigung dieses Verhaltens laBt sich abschatzen, daB 
das Globulin etwa 6,7°, und das Mucin etwa 1,9°, der gesamten Protein- 
menge des EiweiBbes ausmacht. 


2. Die Albuminfraktion. 


Die wasserige Lésung des _ kristallisierten Albumins (s. S. 272) 
enthielt, wie sich bei der Analyse zeigte, Mannose. Abb. 3 gibt die 
Zeitkurven der Albuminlésung und zum 
Vergleich die einer Mannoselésung von 
passender Starke. Die Zeitkurven der 
Albuminlésung sind, wie die Zeitkurven 
aller Proteine, ,,verspaitet’’, doch nicht 
so sehr, wie z. B. die des Globulins. 





8 


> 
— bea] ee 


Die Stickstoffbestimmung und die 
Bestimmung der Mannosemenge ergab, 
daB die Albuminlésung 0,132 mg Man- 
nose auf 1 mg N enthielt. 


Extinktion 
~ 


© Albumin 


Ein Versuch, die Reinigung des Al- 
* Mannose 


humins bei wiederholter Kristallisation 
unter Anwendung einer etwas geringeren 
Ainmoniumsulfatkonzentration als beim 0. 

; Minuten 
Hauptversuch durch Bestimmung des 
Verhaltnisses zwischen Stickstoff und 
Kohlenhydrat zu verfolgen, ergab fiir die 





Abb. 3. 


1. Kristallisation pro ] mg N 0,107 mg Mannose 
ae See a ee 
1 ,, N 0,103 
1 .. N 0,107 
1 , N 0,107 


Man ersieht hieraus, daB das bein Hauptversuch auskristallisierte 
Albumin nicht ganz rein war. Bei der Koagulation einer Probe der Lésung 
zeigte es sich, daB das Filtrat vom Koagulum noch 6,4°, der gesamten 
Proteinstickstoffmenge der Probe enthielt. Dieser nicht koagulierbare 
Stickstoff stammt sicher von einer geringen Menge Mucoid, das zwar nicht 
mit auskristallisierte, woh! aber bei der recht hohen Ammoniumsulfat- 
konzentration (58) mitgerissen wurde. Das Mucoid entha!t bedeutend mehr 

+ Kohlenhydrat als das Albumin, und es zeigte sich auch, daB das Verhaltnis 
zwischen Mannose und Stickstoff schon beim nur einmaligen Umkristalli- 
sieren des Albumins von 0,132 auf 0,111 sank. 

ef Oo 


Das Albumin macht mit etwa 69, den wesentlichsten Teil der 


Proteine des Eiweifes aus. 


oO 
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3. Die Conalbumintraktion. 


Das Conalbumin, das aus dem Filtrat vom Albumin (s. 8S. 272) dure} 
Koagulation abgeschieden wurde, bildet einen verhaltnismaRig geringe: 


Teil der Proteine des EiweiBes, nam 
lich etwa 9%. 

Die Art des Kohlenhydrats wurd: 
in der ganz schwach alkalischen Lésung 
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in der gewéhnlichen Weise bestimmt 
Abb. 4 zeigt, daB die Zeitkurven ganz 
dieselbe Form haben, wie die Zeit- 
kurven fiir eine Mischung von 3 Teilen 
Mannose und 1 Teil Galaktose. 


Extinktion 


S 
aS... ae 


© Conalumin 


© 3Mennoser1 Golokiose Bei der Bestimmung des Stickstoft- 


gehalts gewogener Mengen der trockenen 

0 20 39 | ‘Substanz, welche keine Asche enthielt. 

Minuten ergab sich, daB das Conalbumin 14,8 °..N 

Abb. 4. enthalt, also etwas weniger als das 

Ovoalbumin. Langstein' hingegen gibt 

an, daB Conalbumin etwa 16% N enthalt. Die Bestimmung der Kohlen- 

hydratmenge ergab einen Gehalt von 0,189 mg Kohlenhydrat (3 Mannose 
+ 1 Galaktose) auf 1 mg N. 








4. Die Mucoidfraktion. 

Da die beim Hauptversuch (S. 272) gewonnene Mucoidfraktion 
nicht ammoniumsulfatfrei war, wurde reines Mucoid auf etwas andere 
Weise aus rohem Eiweif dargestellt. 

630 cem rohes Eiwei8 wurden mit 1270 cem Wasser verdiinnt, 209 ccm 
n/5 HCl zugesetzt und die Mischung (py = etwa 5) '/, Stunde lang aut 
dem kochenden Wasserbad erwirmt. Nach Stehen iiber Nacht wurde 
filtriert und das Filtrat mit dem dreifachen Volumen 96° igen Alkohols 
gefallt. Das hierbei abgeschiedene Mucoid wurde sorgfaltig mit Alkoho! 
gewaschen (3 Teile Alkohol + 1 Teil Wasser), in einer geringen Menge 
Wasser gelést, wieder mit Alkohol gefallt, filtriert, gewaschen (zuletzt mit 
absolutem Alkohol und Ather), und zunachst an der Luft, spiter im Vakuum 
iiber H,SO, zu konstantem Gewicht getrocknet. Die trockene Substanz 
enthielt 12,63°, N und 1,28°., Asche, also 12,79°, N auf aschefreien Stoff 
berechnet. 

Die Art des Kohlenhydrats wurde wie gewéhnlich mit Hilfe der 
auf Abb. 5 dargestellten Zeitkurven bestimmt. Der Verlauf der 8 53- 
Kurve des Mucoids zwischen 5 und 15 Minuten zeigt, daB entwede: 
Mannose oder Galaktose oder beide Stoffe zugegen sein miissen, und 
die Lage der 8 47-Kurve bei 20 Minuten zeigt, daB es sich nicht um 
Mannose allein handeln kann, da deren 8S 47-Kurve fiir den gleichen 
Wert der S 53-Kurve etwas héher liegen wiirde; auch Galaktose allein 
kommt nicht in Betracht, da deren S 47-Kurve bedeutend niedrige: 


' L. Langstein, Beitr. z. chem. Physiol. 1, 101, 1902. 
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iegt. Man kénnte vielleicht meinen, der Grund dafiir, daB die S 47- 
Kurve des Mucoids etwas niedriger liegt als die der Mannose, sei eine 
Beimengung von Glucose, da das Mucoid ja aus einer Lésung mit 
reichlichem Glucosegehalt ausgefallt wurde. Eine Mischung von 1 Teil 
Mannose und 2 Teilen Glucose, deren Zeitkurven fiir S53 und S 47 
hei 20 Minuten mit denen des Mucoids 
zusammenfallen, wiirde indessen, wie 
Abb. 5 zeigt, eine §$ 53-Kurve von 
ganz anderer Form ergeben, ohne das 
charakteristische Maximum bei einer 
Erwarmungszeit von etwa 10 Minuten. 
Kine Mischung gleicher Teile von 
Mannose und Glucose wiirde die S 47- 
Kurve iiber die des Mucoids verschieben 
und gleichwohl kein Maximum der 
S 53-Kurve bei 10 Minuten ergeben. te + © Mucoid 
Ks kann sich daher nur um Mi | BF ol 

© 3Mannose+1 Golakrose| 

0 74Mannose + 26/ucose 

handeln, und Abb. 5 zeigt, daB die ~ aw 0 


Kurven fiir 3 Mannose +- 1 Galaktose Minuten 


: : 7 Abb. 5. 
gut mit denen des Mucoids_ iiber- mee 


20°- 


Extinktion 
~ 


schungen von Mannose und Galaktose 





einstimmen, wenn man in Betracht 

zieht. da die Kurven des Proteins ein wenig  ,,verspatet’’ sind. 
Ahnliche Betrachtungen haben auch den Bestimmungen der Art 
des Kohlenhydrats in den vorher besprochenen Proteinfraktionen 
zugrunde gelegen, doch werden sie darum erst hier dargelegt, weil eine 
derartige Diskussion bei der Mucoidfraktion besonders nétig ist, da 
das Mucoid mit Alkohol aus einer glucosehaltigen Lésung gefallt wurde. 


Die Kohlenhydratmenge im Mucoid wurde mit Hilfe der Kon- 
zentrationskurve fiir 3 Mannose -+- 1 Galaktose bestimmt, und es 
zeigte sich hierbei, daB 0,729 mg Kohlenhydrat auf 1 mg N entfielen, 
oder, da das Mucoid 12,63 °, N enthalt, 9,21. 

Was die Menge des Mucoids betrifft, so wurde, wie Tabelle IV 
zeigt, beim Hauptversuch ein Gehalt von 1,46°, des rohen EiweiBes 
festgestellt, was gut mit den Angaben von Mdérner! iibereinstimmt, 
der 1,5°%, findet. Moérners Bestimmungen wurden durch Alkohol- 
fallung des Mucoids im Filtrat von den durch Warmekoagulation ab- 
geschiedenen koagulierbaren Proteinen angestellt. 

Bei ahnlichen Koagulationsversuchen haben wir gefunden, da® der 
Stickstoffgehalt des Filtrats (214mg) einer Mucoidmenge von 1,67°,, 
berechnet auf rohes Eiwei8, entspricht. Hierzu muB jedoch bemerkt werden, 
daB nicht alles im rohen Eiweif vorhandene Globulin durch Koagulation 


' Carl Th. Mérner, Zeitschr. f. physiol. Chem. 80, 430, 1912. 
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getallt wird (s. S. 277); etwa 20°, vom Globulin-N bleiben zuriick. Wird 
hierauf Riicksicht genommen, so entspricht die im Filtrat gefundene N-Menw 
einem Mucoidgehalt des rohen EiweiBes von 1,52°),, oder etwa 12.7°) des 
totalen Proteinmenge des EiweiBes. 

5. Das Filtrat vom Mucoid. 

Das Filtrat vom Mucoid (s. S. 272) enthalt nur ganz geringe Menge: 
von Stickstoff, welche sicher von mangelhafter Ausfallung des Mucoid- 
herrthren. Dagegen enthalt es reichliche Mengen von Kohlenhydrat, unc 

zwar, wie die Zeitkurven der Abb. 6 
zeigen, Glucose; die Zeitkurven sind in 
diesem Falle nicht .,verspatet**, sonder) 
fallen véllig mit denen der Glucose zu 
sammen. 
fe Die Menge der Glucose im Filtrat 
vom Mucoid ergibt sich mit Hilfe de: 
Glucosekonzentrationskurve zu 448 my 
Glucose, berechnet auf 100 cem rohen 
EiweiBes, oder zu 0,45°%, was gut zu 
den Angaben von Moérner (l.c¢.) pabt 
° Filtrat vom Muvid | — welcher 0,43 bis 0,47°, findet. 
© Glucose | : ; ; 
In Tabelle IV ist die endgiiltige 
10 20 Verteilung von Stickstoff und Kohlen- 
Minuten r 
hydrat zusammengestellt. Wie aus dem 
Abb. 6. : at i 
vorhergehenden ersichtlich ist, war es 
moéglich, das EiweiB in fiinf Proteinfraktionen und eine stickstofffreiec 
Fraktion aufzuteilen, welch letztere freie Glucose enthalt. Da die Zu- 
sammensetzung von Globulin und Mucin unbekannt ist, wurden die Werte 
der dritten Kolonne der Tabelle fiir diese Stoffe schatzungsweise berechnet 
unter der Voraussetzung, daB das Globulin eine ahnliche Zusammen- 
setzung wie Albumin, also einen N-Gehalt von etwa 15,6 °%%, besitzt, und 
daB die Zusammensetzung des Mucins der des Mucoids mit 12,7°, N gleicht. 

Die fiinfte Kolonne der Tabelle IV enthalt die Extinktionen de1 
verschiedenen Proteinfraktionen pro mg N, berechnet aus den direkten 
Messungen mit den betreffenden gereinigten Fraktionen. 

Hinsichtlich der in Kolonne 7 angefiihrten Mengen von Kohlenhydrat 
pro mg N wird auf die Beschreibung der einzelnen Fraktionen verwiesen 
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Die im vorhergehenden besprochenen Bestimmungen der Art des 
Kohlenhydrats in den verschiedenen Fraktionen geben natiirlich keinen 
Aufschlu8 dariiber, wie die Kohlenhydrate im Proteinmolekiil gebunden 
sind. Leveneund Mori! dagegen haben fiir das von ihnen aus den Proteinen 
des HiihnereiweiBes dargestellte Polysaccharid wahrscheinlich gemacht. 
da8 es sich um ein Trisaccharid oder ein Multiplum davon handelt, und 
C. Rimington® hat gezeigt, daB das von ihm aus Rinder- oder Pferdeblut 
dargestellte Polysaccharid wahrscheinlich aus 2 Mol Mannose und | Mol 
Glucosamin besteht. AuBerdem haben Levene und Rothen® gezeigt, dal 


1 P. A. Levene u. 7’. Mori, J. of biol. Chem. 84, 51, 1929. — ? C. Ri- 
mington, Biochem. J. 25, 1062, 1931. — * P. A. Levene u. A. Rothen. J. ot 
biol. Chem. 84. 63, 1929. 
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die Bestimmung des Diffusionskoeffizienten es erméglicht. die Molekii 
gr6Be des Polysaccharids abzuschaétzen, das sie aus Ovomucoid darstelle: 
und sie finden, daB es ein Molekulargewicht von ungeféhr 2000 hat und au 
vier Trisacchariden besteht. deren jJedes aus 2 Mol Mannose und 1 M 
Glucosamin zusammengesetzt ist. Mit Riicksicht auf diese Untersuchunge: 
liegt es nahe anzunehmen, da8 die in der vorliegenden Untersuchung gi 
fundenen stickstofffreien Kohlenhydrate in den betreffenden Proteinen a)- 
Trisaccharide enthalten sind, welche aus 1 Mol Glucosamin und 2 Mo 
Mannose bzw. Galaktose bestehen. Die gesamte Menge an solchen Tri 
sacchariden erhilt man daher durch Multiplikation der in Kolonne & 
3.180 — 36 
ungegebenen Werte mit 2180 = 1,4; sie sind in Kolonne 10 an 
gefiihrt, wahrend die entsprechenden prozentischen Saccharidgehalte de: 
verschiedenen Proteinstoffe in Kolonne 11 angegeben sind. Friihere An 
gaben tiber den Kohlenhydratgehalt des Mucoids variieren sehr stark 
von den Angaben von Langstein (1900) mit 10,5 °, bis zu denen von Samuel i 
(1911)? mit 34,9°., und werden gewohnlich als Glucose berechnet. Schlief 
lich soll nur bemerkt werden, da®B das aus dem Mucoid erhiltliche Poly 
saccharid, wenn es in Ubereinstimmung mit den Angaben von Levene und 
Rothen aus vier Trisacchariden besteht. nach unseren Ergebnissen iiber dik 
Art des von uns im Mucoid gefundenen Kohlenhydrats vermutlich aus 
drei Trisacchariden, die aus je 2 Mol Mannose + 1 Mol Glucosamin zu- 
sammengesetzt sind, und einem Trisaccharid, das aus 2 Mol Galaktose 
1 Mo] Glucosamin aufgebaut. ist. 


Ubersicht. 

Bei einer Reihe von hauptsachlich mit Hilfe von Ammoniumsulfat 
ausgefiihrten Versuchen, die Proteine des HiihnereiweiBes zu fraktio- 
nieren, sind diese Proteine in fiinf Fraktionen zerlegt worden, in denen mit 
Hilfe der Orcinmethode Art und Menge von Kohlenhydrat bestimmt wurde. 

Die Untersuchung ergab: 

1. Das Globulin macht etwa 7° der Gesamtproteine aus und 
enthalt 4,0° Mannose. 

2. Das Mucin macht etwa 2°, der Gesamtproteine aus und enthalt 
14,9°%, einer Mischung von gleichen Teilen Mannose und Galaktose 

3. Das Albumin macht etwa 70% des Gesamtproteins aus und 
enthalt 1,7°% Mannose. 

4. Das Conalbumin macht etwa 9°, des Gesamtproteins aus und 
enthalt 2,8 ©, einer Mischung von 3 Teilen Mannose und 1 Teil Galaktose. 

5. Das Mucoid macht etwa 13°, des Gesamtproteins aus und 
enthalt 9,2 °, einer Mischung von 3 Teilen Mannose und 1| Teil Galaktose 

6. AuBerdem enthalt das rohe EiweiB 0,45 °%, freter Glucose. 

Die Méglichkeit des Vorhandenseins dieser Kohlenhydrate in 
Form von Trisacchariden, die aus 1 Mol Glucosamin und 2 Mol Manno»: 
oder Galaktose bestehen, wird diskutiert. 

Zum Schlu8B méchte ich dem Vorstand des Laboratoriums, Prof. Dr. 


S. P. L. Sérensen, gerne Dank sagen fiir seinen Rat und Beistand und fii 
sein nie fehlendes Interesse an der Ausfiihrung der Arbeit. 


1 Siehe die Zusammenstellung bei J. Needham, Biochem. J. 21, 735, 1927 





Vergleich der Pepsin- und Labaktivitit 
verschiedener Magensekrete. 
Von 
Heinz Holter und Bent Andersen. 
(Aus dem Carlsberg Laboratorium, Kopenhagen. ) 


(Eingegangen am 7. Januar 1954, ) 


Mit | Abbildung im Text. 


Herrn Prof. Dr. Vald. Henriques 
an seinem 70. Geburtstag gewidmet. 


Einleitung. 

Das Ziel der Untersuchung war 1. die nicht sehr zahlreichen An- 
gaben der Literatur tiber die Verschiedenheit der Pepsin- und Lab- 
aktivitat von Magensekreten verschiedener Tiere durch quantitative 
Bestimmungen zu erginzen; 2. zu untersuchen, ob dem bei Kalbern 
vorgefundenen und fiir diese als funktionstypisch angesehenen Enzym 
ahnliche Fermente bei anderen infantilen Saugetieren entsprechen 
ob mit anderen Worten das Auftreten intensiv labender Enzyme fiir 


die Funktion des Magens saugender Jungtiere als charakteristisch 


anzusehen ist. 

Die Angaben der Literatur, die sich unmittelbar auf das Thema dieser 
Arbeit beziehen, sind recht sparlich (jedenfalls im Verhaltnis zu der Anzahl 
von Abhandlungen, die die Diskussion tiber die Identitaét von Pepsin und 
Chymosin gezeitigt hat). In bezug auf Punkt 1 der Problemstellung ist 
hinzuweisen auf Arbeiten von O. Hammarsten (1) (12), 1. Bang (2), V. Due- 
cheschi (5), W. Sawitsch (24), 7. Migay und Sawitsch (18), C. Gerber (9), 
A. Rakoczy (23), W. van Dam (4), M. Bodansky und Rose (3). 

Allen diesen Untersuchungen ist gemeinsam, daB die Angaben 
iiber die relative Pepsin- und Labaktivitat des untersuchten Materials 
wesentlich qualitativer Art sind. Nur O. Hammarsten (12) macht 
quantitative Angaben und wir kénnen seine Versuchsergebnisse tiber 
den Unterschied der betreffenden Enzyme bei Hund und Kalb voll- 
kommen bestatigen. 

Zum zweiten Punkt der Fragestellung liegt, soweit uns bekannt 
ist, noch weniger Material vor. 

S. Edie (6) hat den Magensaft neugeborener Kaninchen mit den von 
erwachsenen verglichen, A. Rakoczy (23), J. van Hasselt (13), sowie J. Zay- 
kowsky, O. Fedorowa und W. Iwankin (27) den von Kalbern mit dem er- 
wachsener Rinder. In beiden Fallen wurde gefunden, da’ die Labaktivitat 
im Verhaltnis zur peptischen mit zunehmendem Alter der Versuchstiere 
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abnahm. Das letztere der beiden Resultate kénnen wir ebenfalls bestatige: 
und durch zahlenmaéBige Angaben ergiénzen. 

Alle diese Arbeiten sind ausgefiihrt worden im Dienste der Lésung ci 
Problems, das die Chemie der Labenzyme jahrelang vollkommen beherrsch 
hat: dessen Identitat mit Pepsin. Es ist ganz unmdéglich, hier auf die Literatur. 
die dieses Problem gezeitigt hat, irgendwie einzugehen, es seien deshal|) 
hier nur die unmittelbar auf das vorliegende Problem sich beziehenden Seiten 
der Frage ganz kurz dargestellt und im iibrigen auf zusammenfassenc: 
Darstellungen [z. B. bei C. Oppenheimer (20)] verwiesen. 

Da das Kalbschymosin ein vom Pepsin unabhangiges Enzym dar- 
stellt, ist bis zur Beibringung neuer experimenteller Befunde als be- 
wiesen anzusehen. Als Kriterium der Unabhangigkeit haben wir hier 
ausschlieBlich die Méglichkeit zu nehmen, die beiden Enzyme ganz 
oder teilweise voneinander zu trennen. Darin beruht namlich dic 
Besonderheit des Labproblems, daB die Charakterisierung durch dic 
chemische Wirkung bei diesem Enzym Schwierigkeiten bereitet: wir 
wissen nicht, welche strukturelle Substratveranderung die einzig als 
Labwirkung definierbare Gerinnung von Caseinlésungen bewirkt 
Wie schwer es ist, das Labenzym als solches zu identifizieren, wird am 
besten beleuchtet durch die Tatsache, daB wir Labwirkung bei Pra- 
paraten finden, wo deren Vorhandensein teleologisch als so ungereimt 
angesehen werden mu, daB man mehr oder weniger dazu gezwungen 
wurde, die Labwirkung in vielen dieser Falle als untypische Neben- 
wirkung proteolytischer Aktivitét zu betrachten. 

Solange also der chemische Angriffspunkt des Enzyms_ nicht 
gefunden und dessen Wirkung nicht wenigstens grundsatzlich geklart 
ist, bleiben alle Diskussionen miiBig, die von der Enzymwirkung aus- 
gehen. Es bleibt, wie frither erwahnt, nur das Argument der Trennungs- 
moglichkeit bei der Beurteilung der stofflichen Identitat zweier Enzyme. 
die Labwirkung zeigen. Dieses Argument ist von Hammarsten mit 
Erfolg zur Beendigung der Lab-Pepsindiskussion benutzt worden im 
Sinne seiner Behauptung, daB es sich beim Kalbschymosin um ein 
vom zugleich damit vorkommenden Pepsin stofflich verschiedencs 
Enzym handelt. [Von neueren Trennungsversuchen vgl. z. B. H. Liiers 
und J. Bader (17), H. Tauber und J. 8S. Kleiner (26).] 

Bei den anderen Vorkommen labender Enzyme hat dieses Argument 
aber bis jetzt im entgegengesetzten Sinne entschieden. Sowohl beim 
Hundepepsin, das besonders von russischen Forschern bearbeitet wurde, 
als auch bei verschiedenen im Handel erhaltlichen Pepsinpraparaten 
[F'. Fenger (8), die, soweit bekannt, samt und sonders aus der Schleim- 
haut des Schweinemagens dargestellt wurden, gehen Pepsin- und Lab 
wirkung stets parallel, und eine Trennung der beiden Enzyme ist nicht 
erreicht worden. Dies gilt auch fiir die Parachymosine von J. Bang (2). 

Wir haben uns friiher (14) (1) mit dem Vergleich verschiedenc: 
Pepsinpraparate beschaftigt und dabei gefunden, daB sich in meh 
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facher Hinsicht reproduzierbare Unterschiede zwischen von ver- 
schiedenen Tieren stammenden Pepsinen konstatieren lassen. In der 
vorliegenden Arbeit wurde dieses Studium auf das Verhaltnis der Lab- 
und Pepsinaktivitéten ausgedehnt und dabei gefunden, daB jedem der 
untersuchten Tierarten ein bestimmter Wert des Verhaltnisses der 
beiden Aktivitaten entspricht, der, wenn tiberhaupt, nur geringen in- 
dividuellen Schwankungen unterworfen zu sein scheint und — in Uber- 
einstimmung mit der oben erwaihnten Auffassung der stofflichen Selb- 
stindigkeit des Kalbschymosins — nur beim Kalbe durch chemische 
Kingriffe verandert werden kann. Diese Untersuchungen unterscheiden 
sich von anderen derselben Art darin, daB es gegliickt ist, durch Ver- 
feinerung und Standardisierung der Methodik die Ergebnisse numerisch 


reproduzierbar zu machen; in diesem quantitativen Fortschritt scheint 


uns die Berechtigung zur Veréffentlichung der Versuche zu liegen. 


Versuche. 


Die allgemeine Methodik der Pepsin- und Labbestimmung war ganz 
dieselbe, wie sie in unseren friiheren Arbeiten entwickelt worden ist. Sie 
soll hier nicht naher beschrieben werden und methodische FKinzelheiten, 
die hier nicht gegeben werden, sind daher in friiheren Arbeiten (15) (1) 
einzusehen; dort ist auch die Berechnungsweise und die numerische Aus- 
wertung der Versuchsdaten beschrieben. 


A. Versuche mit Kalbsmagensaft. 


Das Sekret wurde von drei Fistelkalbern gewonnen. Prof. Folmer 
Nielsen, Konigliche Hochschule fiir Landwirtschaft und Veterinarwissen- 
schaft, Kopenhagen, hatte die groBe Liebenswiirdigkeit, die Fisteln an- 
zulegen und die mit deren Hilfe erhaltenen Magensekrete uns zur Verfiigung 
zu stellen, wofiir wir ihm unseren besten Dank sagen. Die Saftgewinnung 
gestaltete sich immer so, daB nach eintégigem Fasten des Kalbes der Inhalt 
des Labmagens durch die eingelegte Kaniile entnommen und bei Ver- 
unreinigung durch Futterreste die erste Fraktion getrennt aufgefangen 
wurde. Die Absonderung weiteren Sekrets waihrend der Saftentnahme 
konnte oft durch Saugen des Kalbes an einem Tuch oder dergleichen be- 
fordert werden. Alle Proben waren so aktiv, daB sich eine Konzentrierung 
durch Dialyse eriibrigte. Auch konnten die Safte zur Labbestimmung so 
sehr verdiinnt werden, daB Neutralisation durch NaOH [vgl. (1)] iiberfliissig 
war. Das px der Sekrete wurde, wie alle in dieser Arbeit angegebenen 
pu-Werte, bei 18° mit der Chinhydronelektrode gemessen. 

Als Vorarbeit zur Bestimmung des Pepsin-Labquotienten war nur die 
Aufstellung einer Pepsin-Einheitskurve fiir Kalbsenzym zu leisten. Dies 
wurde notwendig gemacht durch den Befund, daB die Abhangigkeit der 
unter unseren Normalbedingungen erreichten Caseinspaltung von der 
Enzymkonzentration bei Menschenpepsin eine andere ist als bei Handels- 
pepsin [ Merck; vgl. (1)]. Das Verhalten des Kalbsenzyms in dieser Hinsicht 
war nicht vorauszusehen. Tabelle I gibt die Spaltungswerte zweier Proben 
von Kalbsmagensaft unter unseren Normalbedingungen (3° ,ige Casein- 
lésung, 120 Minuten Spaltungszeit, 30°, py = 2,3) und Abb. 1 gibt die 
daraus abgeleitete Einheitskurve fiir Kalbspepsin. Diese Kurve ist gleich 
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den entsprechenden fiir Menschen- und Handelspepsin (1) definiert du: 
die Grundannahme, da eine Spaltung von 0,25 cem n/1l0 KOH der Geg: 
wart von 10 Pepsineinheiten in der Titrationsprobe von 10 cem entsprici)| 


Tabelle IL. 





Saft Nr. 2* Saft Nr. 4* 
relative 
Enzymmenge 


relative 


" Spe 
Enzymmenge paltung 


Spaltung 


0,08 0,09 

1 0,16 2, 0,19 
4 0,22 0,26 
8, 0,30 0,33 
11,5 0,34 % 0,40 
16,9 0,39 3, 0,47 


* Bezieht sich auf die Nummern der Tabelle II. 





Abb. 1. 
Die Einheitskurve fiir kristallini- 
sches Pepsin konnte nicht einge- 
zeichnet werden, weil sie der des 
Kilberpepsins zu nahe liegt. Sie 
kann fiir praktische Zwecke als mit 
dieser zusammenfallend angesehen 

werden. 
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Auf dieser Grundlage wurden also Pepsin- und Labaktivitaét der unte: 
suchten Kalbsmagenséfte in Enzymeinheiten (PE. bzw. LE.) bestimmt 
Die Tabelle Il gibt das Resultat dieser Bestimmungen und gleichzeitig di: 


Tabelle II. 
Kalberquotienten. 





Nr. des Tieres 
’ : ; ‘ Datum der 
Operations- Saft- Datum der : oe me : 
"itu, probe | Saftentnahme y ayo te Pu PE. _ 
Alter bei der des saltes Saftes pro cem |pro cem 


Operation Nr. 1933 1933 


_ IV. : ; 77 46 
IV. 5. 5 67 58 
V. D. ; 53 «458 
2 | 28. IX. 29. IX. 35 
22. IX. 1933 ) 2. XI. 3. XI. y 20 
6 Tage 7 30. XI. 2 : 2,28 39 
3 
5. X. 1933 . XL 2. XII. 6 50 
6 Tage 
4 j 
geschlachtet ¢ a4. X. 3. XL 13 
24. X. 1933 


27. Il. 1933 
ca. 3 Wochen 


' (i: . IV. i, 2,04 66 48 
| 
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\Veranderung des Pepsin-Labquotienten beim Altern der Kalber. Man sieht, 
daB der Wert von Q = PE./LE. beim Altern steigt. d.h. da die Pepsin- 
ktivitaét im Verhaltnis zur Labaktivitét zunimmt. 


Bemerkungen zu Tabelle LI. 


Zul. Pepsinbestimmung: Verdiinnung des Saftes 1: 10, Spaltung 
0,12*; Labbestimmung: Verdiinnungen 1: 50, 1: 100; GZ.: 336, 649 Se 
kunden; Substratfaktor: 1,02. 


Zu 2. Pepsinbestimmung: Verd. | : 50, Spaltung 0,155; Labbestimmung : 
Verd. 1: 100, 1: 200, 1: 400; GZ.: 164, 258, 450 Sekunden; Substrat 
faktor: 1,03. 


Zu 3. Pepsinbestimmung: Verd. |: 50, Spaltung 0,18; Labbestimmung: 
Verd.: 1: 100, 1: 200, 1: 400; GZ.: 154, 266, 438 Sekunden: Substrat- 
faktor: 1,17. 


Zu 4. Pepsinbestimmung: Verd. |: 50, Spaltung 0,18; Labbestimmung: 
Verd. 1: 50, 1: 200; GZ.: 97, 273 Sekunden; Substratfaktor: 0,97. py der 
Verd. 1:50: 3,10; dieses pq wurde bei der weiteren Verdiimnung fest- 
vehalten [mit n/1000 HCl; vgl. (1), S. 113, Tabelle X1}. 


Zu 5. Pepsinbestimmung: Verd. |: 50, Spaltung: 0,125; Labbestim- 
mung: Verd. 1: L00, 1: 200, 1: 500; GZ.: 128, 231, 5385 Sekunden: Substrat- 
faktor: 0,93. 


Zu 6. Pepsinbestimmung: Verd. 1: 20, Spaltung 0,165; Labbestim- 
mung: Verd. 1: 100, 0,8: 100, 0,5: 100; GZ.: 368, 445, 625 Sekunden; 
Substratfaktor: 0,87. 


Zu 7. Pepsinbestimmung: Verd. | : 25, Spaltung 0,215; Labbestimmung : 
Verd. 1: 100, 0,5: 100, 0,3: 100; GZ.: 223, 407, 650 Sekunden; Substrat- 
faktor: 0,91. 

Zu 8. Pepsinbestimmung: Verd. 1: 50, Spaltung 0,165; Labbestim- 
mung: Verd. 1: 100, 0,5: 100; GZ.: 124, 226 Sekunden; Substratfaktor: 0.91. 

Zu. Dieses Kalb (Alter nicht angegeben, jedoch noch ausschlieBlich 
von Mileh lebend) wurde nach 24stiindigem Fasten geschlachtet. Die 
Saftprobe stellt den Inhalt des Labmagens dar. Der Saft wurde untersucht 
um zu konstatieren, ob die Anlegung einer Magenfistel die enzymatischen 
Verhaltnisse des Magensekrets beeinfluBt. Pepsinbestimmung: Verd. |: 20, 
Spaltung 0,12; Labbestimmung: Verd. 1: 50, 1: 100; GZ.: 420, 684 Sekun- 
den; Substratfaktor: 0,87. 


Beim Stehen des Kalbssaftes im EKisschrank (0°) verandert sich 
die enzymatische Aktivitét, und zwar so, daB das Chymosin rascher 
destruiert wird als das beim Eigen-py der Safte recht haltbare 
Pepsin [vgl. Ege (7)|. Die Destruktionsgeschwindigkeit des Chymo 
sins scheint, wie zu erwarten war, vom py des Saftes abhangig zu 
sein und mit wachsender Aziditét zuzunehmen. Tabelle II] gibt 


emen — wenn auch keineswegs erschépfenden Kinblick in diese 
Verhaltnisse. 


* Spaltungswerte hier wie im folgenden : cem n/l0 KOH. 
£ 


iy* 
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Tabelle LI. 


Veranderung des Kalbsenzyms beim Stehen. 





Zeit des Stehens 
Nr. des (bei 0°) zwischen PE LE 
Saftes (vgl. Saftentnahme und Pu pe a 
Tabelle II) Untersuchung in | des Saftes 
Nr. Tagen 


2 177 46 330 
25 43 176 
189 30 98 
1 58 342 
57 60 231 
5 5S 250 
12 58 185 
24 56 103 
1 = 35 218 
12 34 201 


Versuch 
pro cem pro cem 


Bemerkungen zu Tabelle III. 

Versuch 1. Siehe Bemerkung 2 zu Tabelle LI. 

Versuch 2. Pepsinbestimmung: Verd. 1:50, Spaltung 0,145; Lab 
bestimmung: Verd. 1: 100, 1: 200, 1: 400; GZ.: 150, 292, 523 Sekunden: 
Substratfaktor: 0,78. 

Versuch 3. Pepsinbestimmung: Verd. 1:20, Spaltung 0,215; Lab- 
bestimmung: Protokoll verloren gegangen. 

Versuch 4. Siehe Bemerkung 3 zu Tabelle LI. 

Versuch 5. Pepsinbestimmung: Verd. 1:50, Spaltung 0,185: Lah 
bestimmung: Verd. 1: 100, 1: 200, 1: 400; GZ.: 182, 299, 560 Sekunden: 
Substratfaktor: 0,94. 

Versuch 6. Siehe Bemerkung 4 zu Tabelle II. 

Versuch 7. Pepsinbestimmung: Verd. 1:50, Spaltung 0,18; Lab 
bestimmung: Verd. 1: 100, 0,5: 100, 0,3: 100; GZ.: 187, 324, 550 Sekunden : 
Substratfaktor: 0,90. 

: 50, Spaltung 0,175: Lab 
1Z.: 147, 203, 337 Sekunden: 


Versuch 8. Pepsinbestimmung: Verd. 1 
bestimmung: Verd. 0,3: 10, 0,2: 10, O.1: 10; ¢ 
Substratfaktor: 0,96. 


Versuch 9. Siehe Bemerkung 5 zu Tabelle II. 

Versuch 10. Pepsinbestimmung: Verd. 1:20, Spaltung 0,23; Lab 
bestimmung: Verd. 1: 100, 1: 200, 1: 500; GZ.: 165, 278, 576 Sekunden: 
Substratfaktor: 0.71. 

Denselben Effekt wie das Stehen hat kurzdauerndes Erwarmen 
Tabelle IV gibt die Resultate einiger Versuche iiber die py-Abhangigkeit 
der Destruktionsgeschwindigkeit. Tabelle V zeigt die relativen Destruk- 
tionsgeschwindigkeiten von Pepsin und Chymosin beim Eigen-p»; 
eines unverdiinnten Magensaftes. Die Richtung der Quotienten 
verschiebung ist natiirlich dieselbe wie beim langdauernden Stehen- 
lassen im Eisschrank, nur sind die Ausschlage gréBer. 
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Tabelle IV. 


Warmeinaktivierung von Kalbschymosin. 





T Erwirmungs- 
emperatur zeit 


9C Min. 


BE 


55 


5D 
* Keine Koagulation in 30 Min. 


Bemerkungen zu Tabelle IV. 

Die Inaktivierungsversuche wurden alle in der Weise vorgenommen, 
daB zuerst 9,5 cem HCl der gewiinschten Konzentration auf 55° vorgewarmt 
wurden; sodann wurden 0.5 ccm der Saftprobe (Saft Nr. 2) (Zimmertempe- 
ratur) dazupipettiert und durch Umschiitteln gemischt. Vom Augenblick 
des Umschiittelns sind die Destruktionszeiten gerechnet. Die der De- 
struktionsmischung entnommenen Proben wurden in eisgekiihlte GefaiBe 
einpipettiert und 1ecm davon zur Labbestimmung noch mit Wasser ver 
diinnt, und zwar so, daB die schlieBlich erreichte Verdiinnung der Saftprobe 
heim Versuch bei py 2,47 1: 60, bei den anderen Versuchen 1: 200 war. 
Die absoluten Koagulationszeiten der verschiedenen Versuche sind nicht 
vergleichbar (verschiedenes Ausgangs-py. verschiedene Substrate). 


Tabelle V. 


Veranderungen des Kalbsenzyms durch Erwarmen. 





| 


Erwirmungs- . . 
oe PE. LE. 


remperatur Pu zeit 
pro cem pro eem 


oc 


50 58 185 
45 128 
42 74 
68 * ee 
70 * 87 * 


* Nach der Destruktion durch Dialyse (bei 0°) konzentriert. 


Bemerkungen zu Tabelle V. 
Zu allen Versuchen diente Saft Nr. 4, bei der Destruktion unverdiinnt. 
Die Technik war im iibrigen die gleiche wie bei den Versuchen der Tabelle IV. 
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Die Quotienten wurden auf Grund tolgender Spaltungen und Gerinnung 
zeiten berechnet : 

@ 0,32. Siehe Bemerkung 8 zu Tabelle ILI. 

@ 0,35. Pepsinbestimmung: Verd. 1:40, Spaltung 0,175; Lal 
bestunmung: Verd. 1: LOO, 0,5: 100, 0,3: 100; GZ.: 246, 454, 749 Sekunde: 
Substratfaktor: 0,90. 

@ 0,55. Pepsinbestimmung: Verd. 1:20, Spaltung 0,255; Lal 
bestimmung: Verd. 1: 100, 0,7: 100, 0.5: 100; GZ.: 388, 575, 765 Sekunde: 
Substratfaktor: 0,97. 

@ 0,91. Pepsinbestimmung: Verd. 1:50, Spaltung 0,20; Labbestin, 
mung: Verd. 0,3: 10, 0,2: 10, 0,1: 10; GZ.: 163, 244, 422 Sekunden; Substrat 
faktor: 1,05. 

@ 0,81. Pepsinbestimmung: Verd. 1:50, Spaltung 0,205; Lab 
bestimmung: Verd. 0,5: 10, 0,25: 10, 0.167: 10; GZ.: 167, 235, 312 Sekunden : 
Substratfaktor: 1,01. 

Bei den zwei letzten Versuchen der Tabelle V muBten die Saft- 
proben nach der Inaktivierung durch Dialyse konzentriert werden, 
um eine rationelle Chymosinbestimmung zu erméglichen. Um den 
Nachweis zu fiihren, daB bei der Dialyse keine Quotientenverschie bung 
stattfindet, wurden die dazu verwendeten Kollodiumsacke mit Hilfe 
eines nicht der Hitzeinaktivierung ausgesetzt gewesenen Kalbsmagen- 
saftes gepriift. Tabelle VI gibt das Resultat eines solchen Versuchs. 


Tabelle VI. 


Dialyse von Kalbsmagensaft. 





_PE. total _ Differenz ___ LE. total © Differenz 


vor nach | vor nach 0/9 


198 142 1440 1060 26 
99 65 720 509 29 





PE. pro cem LE. pro cem 


vor nach vor nach vor nach 


6,6 11,2 48 84 0,138 0,134 
6,6 14,4 48 113 0,138 0,128 


Bemerkungen zu Tabelle VI. 


Beide Dialysen wurden mit dem 1 Monat im Eisschrank aufbewahrten 
Saft Nr. 1 ausgefiihrt. 

Erste Dialyse: 30 cem Magensaft dialysiert 4 Tage bei 0°. Schluf 
volumen 12,7cem. Pepsinbestimmung: Verd. 1:10, Spaltung vor de! 
Dialyse 0,12, nach der Dialyse 0,175; Labbestimmung: vor der Dialyse 
Verd. 0,2: 10, 0,1: 10; GZ.: 336, 649 Sekunden, nach der Dialyse Verd 
0.2: 10, 0,1: 10, 0,05: 10; GZ.: 206, 383, 749 Sekunden. 

Substratfaktor bei beiden Bestimmungen: 1,02. 

Zweite Dialyse: 15 cem Magensaft dialysiert 2 Tage bei 0°. Schluli 
volumen 4,5cem. Pepsin- und Labbestimmung im undialysierten Saft 
identisch mit dem vorigen Versuch. Im Dialysat: Pepsinbestimmung: 
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Verd. 1: 20, Spaltung 0,13; Labbestimmung: Verd. 0,2: 10, 0.1: L0,0.05; 10; 
GZ.: 167, 307, 550 Sekunden; Substratfaktor: 1,00. 


B. Versuche mit anderen Enzymprdparaten. 

Ehe wir zu den in Tabelle [IX zusammengefaBten Versuchen mit 
den Mageninhalten anderer Saugetiere tibergehen, seien noch ganz 
kurz eine Reihe von Versuchen beschrieben, die in unmittelbarem 
Zusammenhang mit den eben besprochenen Hitzeinaktivierungen von 
Kalbschymosin stehen und zu Vergleichszwecken ausgefiihrt wurden. 
Die Tabellen VII und VIII enthalten die Resultate dieser mit dem 
Magensaft menschlicher Sauglinge bzw. mit Merck-Pepsin angestellten 
Inaktivierungsversuche. 

Tabelle VIL. 


Warmeinaktivierung von Séuglingsmagensaft. 





|} Er- Er- 
femperatur | warmungs- 1Z. Temperatur wirmungs- 
i ung u 
| dH zeit PH zeit 
°c | Min. Sek. 9C 


2 137 60 
5 133 

10 136 
15 145 
20 146 





Quotientenbestimmung. 





PE. 


Unbehandelter Magensaft ..... tue 38 
Teilweise inaktivierter Magensaft. .... . 24 


Tabelle VILI. 


Warmeinaktivierung von Merckpepsin. 





Er- | Er- 

lemperatur! warmungs- GZ. Temperatur | | wirmungs- 
Pr zeit PH zeit 
| Min. Sek. Min. 


185 f 515 1 
202 5 
210 


215 





Bemerkungen zu den Tabellen VII und VLIIL. 

Die Versuchstechnik war genau die gleiche wie bei den Versuchen mit 
Kalbschymosin (Tabellen V und VI). Als Kindermagensaft diente eine 
Mischung des Mageninhalts mehrerer Sauglinge, gewonnen nach den An- 
gaben von Andersen (1). Eigen-pq des Saftes 1,82. Die bei der Inakti- 
vierung angewendeten Verdiinnungen waren: py 2,82 1: 10, px 1,82 un- 
verdiinnt, pq 1.30 1:2. Die entsprechenden Verdiinnungen zur Be- 
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stimmung der GZ. waren: 1: 100, 1: 10, 1: 20. Zur Quotientenbestimmun: 
(Tabelle VII) wurde der unverdiinnte Saft (also bei pq 1,82) 12 Minut: 

bei 60° gehalten, abgekiihlt und Pepsin- und Labaktivitaét im unbehandelte: 
und im teilweise inaktivierten Saft bestimmt. Pepsinbestimmung: Ver 

1: 20; Labbestimmung: Verd. 1: 10, 0,67: 10, 0,5: 10. Spaltungen 0,24 
und 0,17; GZ.: 268, 387, 498 bzw. 581, 762, 938 Sekunden; Substratfakto: 
1,01. Bei den Inaktivierungsversuchen mit Merck-Pepsin (Tabelle VII! 
war die Pepsinlésung 1°,ig, bei den Bestimmungen der GZ. 0,02 ° ig 
AuBer den in den Tabellen VIL und VIII angefiihrten Versuchen wurden 
mit Sauglingsmagensaft solche bei py 1,82 und 50° und py 2,82 und 55 

sowie mit Merck-Pepsin bei py 2,80 und 55° ausgefiihrt. Das Enzym erwie- 
sich bei diesen Versuchen als stabil wahrend 15 Minuten. 

Hierauf folgen die Bestimmungen der Pepsin-Labquotienten des 
Magensaftes anderer Tiere. Die Tabelle IX bedarf keiner weiteren 
Erliuterung. Es sei nur darauf aufmerksam gemacht, da das fin 
tinder und Schweine zur Verfiigung stehende Untersuchungsmateria| 
nicht das soweit als méglich reine Magensekret fastender Tiere wai 
wie bei den anderen Untersuchungen, sondern das Filtrat von dem aus 
halbverdautem Futter bestehenden Mageninhalt geschlachteter Tiere 
Zu den Hundequotienten ist zu bemerken, daB infolge der extrem 
niedrigen Labaktivitét die Verhaltnisse fiir eine genaue Quotienten- 
bestimmung besonders ungiinstig liegen. Von den Bestimmungen 3 
und 4 sehen wir 4 als die verlaBlichere an (vgl. Bemerkungen zu 
Tabelle IX). Es ist sicher méglich, durch eine gréBere Anzahl von 


Versuchen mit reinerem Material alle in der Tabelle aufgefiihrten 
Quotienten genauer festzulegen; doch hat fiir uns die aus der Tabelle 
hervorgehende Genauigkeit geniigt, da wir nur die GréBenordnung 
der Quotienten festlegen wollten, um den Grad ihrer Verschieden- 
heit beurteilen zu kénnen. 


Tabelle LX. 
Magensaft anderer Tiere. 





Z 
= 


PE. pro ccm LE. pro ecem 


Erwachsenes Rind A . 
Erwachsenes RindB..... 
Erwachsener Hund, Teeprobe- 
NE a Sa ees rs 
Erwachsener Hund, Histamin 
6 Wochen alter Hund 
Schwein A ie 
Schwein B 


2th 


“1D Ore 


Bemerkungen zu Tabelle LX. 

Zul und 2. Die Mageninhalte des Labmagens frischgeschlachtete: 
Rinder (bei 0° aufbewahrt) wurden entnommen, zentrifugiert und filtriert : 
beide waren stark mit Futterresten verunreinigt. Mageninhalt Nr. ! 
(Rind A) war geniigend aktiv, um direkt zur Untersuchung brauchbar 21 
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sein. PH = 3,6. Pepsinbestimmung: Verd. 1: 20, Spaltung 0,21; Lab- 
bestimmung: Verd. 1: 10, 0,5: 10, 0,4: 10; GZ.: 190, 325, 425 Sekunden: 
Substratfaktor: 0,96. 


Mageninhalt Nr. 2 (Rind B) war zu schwach zur direkten Unter 
suchung und wurde durch Dialyse (0°) gegen n/10000 HCl konzentriert. 
pu vor der Dialyse 3,6, zur Dialyse 360 PE., wiedergefunden 220 PE. 
Pepsinbestimmung: Dialysat verdiinnt 1:10, Spaltung 0,125; Labbestim 
mung: Dialysat verdiinnt 2: 10, 1: 10; GZ.: 194, 400 Sekunden; Substrat- 
faktor: 1,06. 

Zu 3. Mageninhalt von fastendem Hund, gewonnen nach Teeprobe- 
mahlzeit mit der Magensonde!. py ~ 2. Pepsinbestimmung: Verd. 2: 25, 
Spaltung 0,21; Labbestimmung: Verd. 1:5 (2cem Saft + 2,3 cem n/100 
NaOH + 5,7 cem Wasser); GZ.: 1229 Sekunden; Substratfaktor: 0.86. 
Da der Saft nicht aktiv genug war. um Gerinnungsversuche mit gréBeren 
Verdiinnungen zu erlauben, wurde von der Bestimmung von x und k ab 
gesehen, 2 gegeniiber der langen Gerinnungszeit vernachlissigt und diese k 
gesetzt. Die Tabellenwerte fiir L., E. und Q sind also mit dieser Vernach- 
lassigung behaftet und gelten nur der GréBenordnung nach. 


Zu 4. Mageninhalt von erwachsenem Hund, gewonnen mit der Magen- 
sonde 1'/, Stunden nach Injektion von 2 mg Histamin. pr = 1.14. Da der 
Saft zur Labbestimmung zu schwach war, wurde er durch Dialyse (0°) 
gegen n/10000 HCl konzentriert. Zur Dialyse 640 PE., wiedergefunden 
480 PE.  Pepsinbestimmung: Dialysat verdiinnt 1: 10, Spaltung 0,30; 
Labbestimmung: Dialysat verdiinnt 1: 1, 1: 2. 1:4; GZ.: 133, 242, 461 Se 
kunden; Substratfaktor: 0,87. 

Zu 5. An einem Wurf von sieben jungen Hunden, geboren am 6. Sep- 
tember 1933, sollte die Entwicklung der Pepsin- und Labproduktion wahrend 
des Heranwachsens verfolgt werden. Leider gelang es wahrend des ersten 
Lebensmonats auf keine Weise, aktiven Magensaft zu erhalten, weder 
nach Fasten, noch nach Probemahlzeiten (Hundemilch, Tee), noch auch 
nach Injektion von Pilocarpin. Die aufgesammelten Magensekrete waren 
zwar nach Milchprobemahlzeiten schon sehr friihzeitig sauer, dagegen in 
allen Fallen peptisch inaktiv und nicht labend. Erst nach 6 Wochen gelang 
es. enzymatisch aktiven Magensaft zu erhalten, an dem der Pepsin-Lab- 
quotient bestimmt werden konnte*. Der Magen von drei fastenden Hunden 
wurde am 20. Oktober 1933 mit Hilfe der Magensonde mit je 5 ccm Wasser 
gespiilt und die Spiilfliissigkeiten vereinigt (zusammen 17,5 cem; pH ~ 2,5). 
Der Saft wurde filtriert, bei 0° gegen n/10000 HC! dialysiert (zur Dialyse 
670 PE., wiedergefunden 560 PE.) und im Dialysat Pepsin und Lab be- 
stimmt. Pepsinbestimmung: Dialysat verdiinnt 1:20. Spaltung 0,33: 
Labbestimmung: Verd. 1:1, 1:2, 1:4; GZ.: 133, 207, 353 Sekunden; 
Substratfaktor: 1,59. 

Eine genaue Kontrolle der Labaktivitaét bei der Dialyse war infolge der 
geringen Ausgangsaktivitat nicht méglich; immerhin zeigte ein Vorversuch, 
daB die Labaktivitat des urspriinglichen Saftes zumindest nicht wesentlich 


! Herrn Dr. Einar Lundsqgaard danken wir herzlichst fiir die Beschaffung 
der Magensaéfte der erwachsenen Hunde. — ? Dies stimmt mit den An- 
gaben von W. Gmelin (10) iiberein, denen zufolge die Pepsinsekretion im 
Hundemagen sich erst gegen Ende des ersten Lebensmonats ent wickelt. 
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héher im Verhaltnis zur Pepsinaktivitaét gewesen sein kann, als die de- 
dialysierten Materials: wir glauben daher nicht, dai wir Labaktivitat 
selektiv bei der Dialyse verloren und damit einen verschobenen Q-Wert 
erhalten haben. Dies wird weiterhin unwahrscheinlich gemacht durc!] 
die Tatsache, daB es uns mit den von uns verwendeten Kollodiumsacken 
nicht einmal beim Kalbsenzym gelungen ist, das Verhaltnis der Aktivitaten 
zu verschieben. obwohl das Kalbschymosin nach den Angaben von 


fF. Fenger (8) und anderen vom Pepsin durch Pergamentmembrandialyse 


getrennt werden kann. 


Zu6und7. Mageninhalt zweier frischgeschlachteter Schweine wurde 


mit Wasser angeriihrt und das Filtrat bei 0° gegen n/10000 HCl dialysiert 


Schwein A. Pepsinbestimmung: Dialysat verdiinnt 1: 10, Spaltung 0,20: 


Labbestimmung: Dialysat verdiinnt 1; 10, 1:20, 1:30; GZ.: 142, 236. 
321 Sekunden; Substratfaktor: 0,93. Schwein B. Pepsinbestimmung: 
Dialysat verdiinnt 1: 20, Spaltung 0,11; Labversuch: Dialysat verdiinnt 
1:10, 1:20. 1:30; GZ.: 152, 251, 347 Sekunden; Substratfaktor: 0.71. 


Tabelle X. 





Enzympriparat Q 


Magensaft von Kalbern. . ........  0,18—0,26 
re ». erwachsenen Rindern 
» Kindern . 
Erwachsenen . 
» jungen Hunden 
» erwachsenen Hunden 
» erwachsenen Schweinen . 


WOUND 


~ 


* * 


1 
2 
2, 
11 
12 
0 


oro 
S 


’ 


Fe a Ua ae aE Si One a 0,34 * 
Kristallinisches Pepsin .......... 0,82 * 


* Ubernommen aus (1). Die Quotienten fiir Siuglinge und Erwachsene sind inzwischen 
an einem gréferen Versuchsmaterial verifiziert worden, das in anderem Zusammenhang ver- 
Offentlicht werden wird. 


Diskussion. 

Die Ergebnisse unserer Versuche tiber das Verhaltnis von Lab- 
und Pepsinaktivitat bei verschiedenen Enzympraparaten sind in 
Tabelle X zusammengefaBt. Wir kénnen nur fiir ein einzelnes Enzym- 
paar die von uns gefundenen Werte mit Literaturangaben vergleichen: 
fiir die Enzyme von Hund und Kalb. Die diesbeziiglichen Angaben 
Hammarstens (12) besagen, in unserer Terminologie ausgedriickt, daJ 
sich die Pepsin-Labquotienten von Hund und Kalb verhalten wie 
1: 0,012. Dies deckt sich véllig mit den von uns gefundenen Werten. 
Die Quotienten gerade dieser Tiere liegen von ailen untersuchten am 
weitesten auseinander, was insofern bemerkenswert ist, als bei der 
Diskussion iiber die Identitét von Lab und Pepsin lange Zeit dic 
eine Partei ihre Argumente auf Versuche mit Kalbsenzym, die andere 
Partei auf solche mit Hundeenzym stiitzte. 

Wir sehen vom Kalbsenzym, das gesondert zu besprechen ist, vor- 
ldufig ab, und betrachten alle ibrigen genuinen Enzyme, die sich dadurch 
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auszeichnen, daB deren Quotienten zwar untereinander verschieden 
sind, doch im ibrigen festzuliegen scheinen, so daB wir nicht nur bei 
jungen und alten Tieren sehr nahe denselben, fiir die betreffende Tierart 
charakteristischen Wert antreffen, sondern auch, nach Angaben der 
Literatur und eigenen Versuchen zu schlieBen, kaum erwarten kénnen, 
den Wert des Quotienten durch die einfachen chemischen Eingriffe 
(z. B. partielle Destruktion) verschieben zu kénnen, die beim Kalbs- 
enzvm zu einer teilweisen Trennung der Lab- und Pepsinkomponente 
vefiihrt haben. 

Wir wollen nun die Annahme machen, daB alle in diese Gruppe 
fallenden genuinen Magenenzyme einfach als ,,Pepsine’* anzusehen 
seien, und stiitzen diese Annahme, im Sinne der in der Einleitung hervor- 
gehobenen Gesichtspunkte, auf die Schwierigkeit der experimentellen 
Abtrennung einer Labkomponente, sowie teleologisch auf die Funktions- 
bedingungen, die das Vorhandensein spezifischer Labwirkung als 
iiberfliissig erscheinen lassen. In diesem Falle ware die Caseingerinnung 
als Folgeerscheinung proteolytischer Caseinspaltung anzusehen, und 
aus der Verschiedenheit der Pepsin-Labquotienten folgt dann, dai 
die relativen Geschwindigkeiten der Proteolyse unter den Versuchs- 
bedingungen der Bestimmung der Pepsinwirkung (px 2,3, 30°) und 
der Labwirkung (pu 6,4, 25°) bei den verschiedenen Praparaten ver- 
schieden sind. Dieses Verhalten muB in Verschiedenheiten der unter- 
suchten Enzympraparate begriindet sein, wofiir vor allem dreierlei 
in Betracht kommt: verschiedene py-Abhangigkeit, verschiedene 
Temperaturabhangigkeit der Aktivitat und Verschiedenheiten in der 
Spezifitat. Die letztere Erscheinung wiirde ihre Parallele haben 
darin, daB die Abscheidung des charakteristischen Zwischenproduktes 
der peptischen Caseinverdauung, eines Phosphorpeptons, von der 
Losung verschieden vieler Peptidbindungen begleitet sein kann, je 
nach der Art des verwendeten Pepsinpraparates (14) (16). Uber die 
Art, wie man sich die Auslésung der Gerinnung durch proteolytische 
Kingriffe vorstellen kann, sei auf eine friihere Arbeit (15) verwiesen. 

Bei dieser Betrachtung wurde von der Annahme ausgegangen, 
daB die Enzyme, fiir die sie gelten soll, nicht in einen nur proteolytisch 
wirkenden und einen nur labenden Anteil zerlegbar seien. Diese An- 
nahme wird zwar durch die bisherigen Befunde nahegelegt, der Beweis 
datiir ist aber nicht streng gefiihrt. Bis zu seiner Beibringung muBb 
die Betrachtung also hypothetisch bleiben. 


Andere Erklarungsméglichkeiten fiir die Verschiedenheit und 
Konstanz der Pepsin-Labquotienten sind, 1. auBer der eben besprochenen 
ersten, 2. daB die proteolytische und die Labwirkung an verschiedenen 
Stellen eines Riesenmolekiils sitzen [Nencki und Sieber (19), Pekel- 
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haring (21)|, oder, ausgedriickt in der moderneren Terminologie dé 
Willstdtterschen Enzymauffassung, daf&~ ein arttypischer kolloidale: 
Trager die beiden, verschiedenen aktiven Zentren zuzuschreibenden 
Enzymwirkungen tragt; 3. daB Pepsin und Lab als zwei verschieden 
Substanzen in verschiedenen, aber jeweils konstanten Verhaltnisse: 
sezerniert werden und gleiche Stabilitaét besitzen. 

Kine Entscheidung zwischen diesen Moéglichkeiten scheint aus 
sichtslos, bis es gliickt, die Labwirkung chemisch zu definieren. 

Die Veranderlichkeit des an Kalbsmagensdften gefundenen Quo 
tienten entspricht vollkommen dem fiir eine Mischung zweier stofflic)) 
verschiedenen Enzyme vorauszusehenden Verhalten. Unsere Versuche 
(Tabelle III) iiber die Verainderung des Quotienten beim Stehen und 
bei Warmeinaktivierung mit Saure (Tabelle IV und VY) sind eine einfache 
Bestatigung der Ergebnisse von O. Hammarsten (11), S. Schmidt 
Nielsen (25) und A. Rakoczy (23) iiber die geringere Stabilitét des 
Chymosins unter den vorliegenden Versuchsbedingungen. Die Versuche 


iiber die Veraénderung der Zusammensetzung des Magensaftes beim 
Heranwachsen der Kalber (Tabelle 11) deuten darauf hin, daB sich de: 
CUbergang vom enzymatischen System des Kalbes zu dem erwachsener 
Rinder allmahlich vollzieht. Der sehr wiinschenswerte Nachweis, dal} 
der Pepsin-Labquotient der Rinder durch die Eingriffe, die ihn beim 


Kalbe verschieben, nicht beeinflu8t wird, konnte von uns nicht erbracht 
werden, weil uns kein reiner Magensaft von Rindern zur Verfigung 
stand. Mit dem mit Proteinen aus dem Futter stark verunreinigten 
Material sind vergleichbare Versuchsergebnisse ja nicht zu erwarten 
Wichtig erscheint uns dagegen der Befund (Tabelle VII), da beim 
Enzym der Sauglinge durch partielle Inaktivierung keine Quotienten 
verschiebung zu erreichen ist. Das Enzymsystem des Saéuglingsmagens 
ist ja,mit dem von Kalbern funktionell vergleichbar. 

Aus allen diesen Befunden ergibt sich also folgendes Bild: In den 
genuinen Magenenzymen der bis jetzt untersuchten erwachsenen 
Saugetiere scheint die Labwirkung der Pepsinwirkung stets paralle! 
zu gehen. Eine experimentelle Trennung der beiden Enzyme ist nicht 
gelungen. Hierfiir haben wir die drei oben besprochenen Erklarungs- 
moglichkeiten. 

Die saugenden Jungen kénnen hinsichtlich der Magensekretion in 
zwei Gruppen geteilt werden. Die einen, mit dem Kalb als bestuntet 
suchtem Reprasentanten, sezernieren ein vom Pepsin verschiedenes, voi 
diesem trennbares Labenzym, das Chymosin Hammarstens, und da- 
einzige Enzym, dem dieser Namen mit Recht zukommt: mit zu 
nehmendem Alter nimmt die Menge dieses Enzyms ab, bis das Magen 
sekret die fiir die ausgewachsenen Tiere charakteristischen Aktivitats 
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verhaltnisse zeigt. Bei den Mitgliedern der anderen Gruppe (Mensch, 
aller Wahrscheinlichkeit nach Hund) unterscheidet sich der Magensaft 
von Sauglingen nicht von dem der Erwachsenen, was das Verhaltnis 
zwischen Lab- und Pepsinwirkung betrifft, und dieses kann auch nicht 
durch chemische Eingriffe verschoben werden. 

Die Annahme, daf das Chymosin ein bei allen infantilen Sauge- 
tieren auftretendes, fiir diese funktionstypisches Enzym sei, kann also 
nicht in dieser Form aufrechterhalten werden, sondern mu auf die 
Vertreter der durch das Kalb reprasentierten Gruppe eingeschrankt 
werden. Wie dieses Verhalten physiologisch zu erklaren sei, steht 
dahin; es liegt, wenn man sich an die in der Literatur oft behauptete 
Unempfindlichkeit der Frauenmilch gegen Lab und ihre eigen- 
tiimlichen Koagulationsverhaltnisse erinnert, nahe, dies mit der Zu- 
sammensetzung der arteigenen Milch und deren relativen Gehalt an 
Casein und anderen Proteinen in Zusammenhang zu bringen [vgl. 
Porcher (22)|. Doch muB auch diese Frage offen bleiben, bis ver- 
gleichende Versuche dariiber vorliegen. 

Dem einen von uns (Holter) wurde die Ausfithrung dieser Arbeit durch 
ein Stipendium des Rask-Orsted-Fondes erméglicht, woftir er seinen 
besten Dank bringt. Herrn Professor S. P. lL. Sérensen danken wir herzlichst 
fiir das unserer Arbeit stets bewiesene Interesse, ebenso Dr. K. Linderstrém- 
Lang fiir wertvolle kritische Anregungen. 


Zusammenfassung, 


1. Die Pepsin- und Labaktivitéten der Magensekrete einer Anzahl 
von Saugetieren wurden bestimmt und in willkiirlich definierten, doch 
vergleichbaren Kinheiten ausgedriickt. Das Verhaltnis beider Aktivitaten 
wurde festgelegt und fiir verschiedene Tierarten sehr verschieden ge- 


funden. 

2. Hierbei zeigte sich der von friiher bekannte Unterschied zwischen 
dem Enzym des Kalbes und dem aller anderen untersuchten Tiere, 
indem die Chymosinkomponente des Kalbsmagensaftes gegen Saure 
weniger stabil ist, als die Pepsinkomponente. 

3. Die Magenenzyme von Menschen und Hunden im Sauglings- 
alter unterscheiden sich nicht von denen der Erwachsenen, wohl aber 
von denen des Kalbes, was die Allgemeingiiltigkeit der Annahme aus- 
schlieBt, daB labende Enzyme fiir das Sauglingsalter typisch seien. 

4. Einige Konsequenzen dieser Befunde fiir die Auffassung der 

Natur der Labwirkung werden diskutiert. 
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Die Verinderungen des kolorimetrischen Index, Volumenindex 
und Saturationsindex bei Kupferbehandlung der experimentellen 
Milchanimie. 

Von 
Elin Edwards Fog. 

(Aus dem Medizinisch-physiologischen Institut der Universitit Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 9. Januar 1934.) 


Herrn Prof. Dr. Vald. Henriques 


an seinem 70. Geburtstag gewidmet. 


Seitdem Waddel, Steenbock, Elvehjem und Hart im Jahre 1928 die 
Ergebnisse ihrer Versuche iiber die durch einseitige Milchfiitterung 
an jungen, weiBen Ratten erzeugte Ernahrungsanimie, sowie ihre 
Untersuchungen iiber die BeeinfluBbarkeit dieser Anamieform durch 
Eisen und Kupfer veréffentlichten, haben sich zahlreiche Forscher 
mit dieser Andmie, die leicht hervorzurufen und fiir Studien iiber den 
komplizierten Mechanismus der Hamatopoese sehr geeignet ist, be- 
schaftigt. Es hat sich nun bis jetzt vor allem um die Frage gehandelt, 
ob eine Heilung dieser Anaimieform durch Eisen allein zu erzielen sei, 
oder ob noch die Zutat eines anderen Metalls — besonders Kupfers 


oder organischer Kérper fiir das Zustandekommen der Regeneration 
unumginglich sei. 


Waddel, Steenbock, Hart und Keil und Nelson sowie Underhill, Orten 
und Lewis behaupten, daB man bei der Heilung der Anamie mit Eisen 
allein nicht auskaime, sondern daB dazu eine Beigabe von minimalen Kupfer- 
mengen erforderlich ware, wahrend eine andere Gruppe von Forschern, 
Beard und Myers, Mitchell und Miller, imstande sind, Regeneration durch 
Risen allein nachzuweisen, obwohl auch in ihren Versuchen eine Kupfer- 
beigabe die Wiederherstellung des Blutes erheblich beschleunigte. 

In einer Reihe von Versuchen, die anderswo veréffentlicht werden, 
die unter denselben Bedingungen wie diejenigen der amerikanischen 
Forscher gemacht wurden, kam ich zu Ergebnissen, die mit den Resultaten 
der letztgenannten Gruppe von Forschern zum gré8ten Teil iiberein- 
stimmen. Ob die Regeneration durch reine Eisensalze einzig auf Ver- 
unreinigungen wahrend des Versuchs, auf zu groBen Kupfergehalt der 
Milch oder unkontrollierbare Kupferniederlagen im Organismus des 
Versuchstieres zuriickzufiihren ist, soll an dieser Stelle nicht naher 
erértert werden (vgl. Titus, Cave und Hughes). 

Um den Unterschied in der Wirkung von Eisen und Kupfer naher 
zu erforschen, hat man sich hauptsiachlich folgender Methoden bedient : 
Bestimmung des Hamoglobinprozents, Zahlung der roten Blutkérper- 





302 E. E. Fog: 


chen, sowie taigliches Zahlen der Reticulocyten (Beard, Myers und 
Baker, sowie Schultze und Elvehjem). 

Cher Bestimmung des kolorimetrischen Index, Volumenindex, 
Volumenprozent und Saturationsindex habe ich in der einschligigen 
Literatur keine Mitteilungen finden kénnen. 

Da es mir bei den oben erwahnten Versuchen auffiel, daB de: 
kolorimetrische Index (Kol.-Index) bei den Ratten, die mit Eisen allein 
behandelt wurden, von demjenigen der Ratten, die auBerdem noch eine 


Kupferbeigabe bekamen, recht verschieden war, wurden nun folgend 


Versuche angestellt, um die Schwankungen des Kol.-Index, Volumen- 
prozent, Volumenindex (Vol.-Index) und Saturationsindex bei de1 
Verabreichung von Eisen allein bzw. Eisen +- Kupfer naher zu_be- 
leuchten. 

Als Grundlage der Versuche haben wir ein normales Material von 
acht normalen, 2 bis 3 Monate alten Ratten (Gewicht: 104 bis 129 g, 
Geschlecht: fiinf Mannchen und drei Weibchen). Diese Tiere hatten 
die fiir Zuchttiere gewéhnliche, in jeder Beziehung hinreichende Kost 
bekommen. 

Tabelle I zeigt Hamoglobinprozente, rote Blutkérperchen und Volumen- 


prozente der acht normalen Tiere. 


Tabelle LI. 





Erythrocyten 


(in Mill. pro emm) Volumenprozent 


Hamoglobinprozent 


104 g 100 7,87 50 
99 g 95 8,51 51 
110 ¢ 90 6,73 44 
94g 95 48 
90 ¢ 100 f 49 
98g 100 : 51 
108 g 100 7 48 
129g 100 ; 46 


Tm Durehschnitt: 98 ‘ 48 


Auf Grund dieser Durchschnittszahlen wurden die normalen 
Indizes als 1 berechnet, indem (nach Meulengracht und Gram: Haemata- 
logisk Teknik) Kol.-Index als das Verhaltnis zwischen Hamoglobin- 
prozent und Erythrocytenzahl in Millionen, beide in Prozent vom 
normalen ausgedriickt, definiert wurde. 

Als Vol.-Index wurde das Verhaltnis zwischen Zellenvolumen- 
prozent und Erythrocytenzahl in Millionen, beide in Prozent vom 
normalen, definiert. 


.  Hamoglobinprozent 
Das Verhaltnis P fand man aus den Durch- 


Volumenprozent 
schnittszahlen = 2,04 (normale Schwankung: 1,86 bis 2,17). 
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Unter der Bezeichnung Saturationsindex versteht man das Verhaltnis 
Hamoglobinprozent 


: a sail als ein Ausdruck der Himoglobinkonzentration 
Volumenprozent . 2,04 


in den einzelnen Zellen. Er ist also normalerweise 1,00 (der Unter- 
schied im Verhaltnis von 1,86 bis 2,17 gestattet aber eine normale 
Schwankung des Saturationsindex von 0,91 bis 1,06). 

Aus dem empirisch gefundenen Verhaltnis: 98/7,82 wird also der 
Kol.-Index nach der Formel: 
Hamoglobin prozent 

Krythrocyten Hamoglobinprozent . 0,08 


98 Erythroeyten in Mill. 
7,82 


Kol.-Index 


berechnet. 
Aus dem empirisch gefundenen Verhaltnis: 48/7,.82 wird der Vol.-Index 
folgzendermaBen berechnet : 


Volumenprozent 
Krythrocyten Volumenprozent . 0,163 
48 Erythrocyten in Mill. 
7,82 


Volumenindex 


[Bei hamatologischen Untersuchungen bei Tieren — besonders Mausen - 
hat man auch den Kol.-Index und Vol.-Index nach den an Menschen fest - 
gestellten Indizes bestimmt, indem man die Verhaltnisse an Menschen 
normalerweise 1,00 gerechnet hat (Jaffé, Petri)]. 

Berechnet man nun an Hand dieser Formeln Kol.-Index, Vol.-Index 
und Saturationsindex der einzelnen normalen Tiere, so bekommt man eine 
Abweichung der Zahlen, die recht erheblich ist und deshalb zur Vorsicht 
mahnt, d.h. nur mit grofen Unterschieden zwischen den Werten der ver- 
schiedenen Versuchstiere zu rechnen. 

Bei den acht normalen Tieren schwanken Kol.-Index von 0,89 bis 1,12. 
Vol.-Index von 0,93 bis 1,14, Saturationsindex von 0,91 bis 1,06 (wie oben 
erwahnt). 

Technik. 

Bei den dargelegten Versuchen wurde die Hdamoglobinbestimmung mit 
einem korrigierten Hellige-Haimometer gemacht, so daB 100°, korr. 13,8 g 
Hamoglobin pro 100 cem Blut entsprechen. (18,5°, Sauerstoffkapazitat. 
Haldanes Standard.) Die Kolorimetrie wurde in einem dunklen Kasten, 
vor einer Tageslichtbirne gemacht, so daB die Lichtquelle stets dieselbe 
war. Das Zdhlen der Erythrocyten wurde vom selben Untersucher in einer 
birger-Tiirckschen Zihlkammer unternommen; 2 « 5 groBe Vierecke 
wurden gezahlt. 

Zur Bestimmung des Volumenprozents wurde van Allens Hamatokrit 
benutzt, und das Blut wurde mit Christensen und Warburgs Lésung [11,3 g 
oxalsaures Natrium (Sérensen), 0,315 g priméares Kaliumphosphat (Sérensen) 
und 1,365 g sekundires Natriumphosphat (Sdérensen) in kohlenséurefreiem, 
destilliertem Wasser bis 1 Liter gelést] gemischt. 

Der Hamatokrit wurde in einer £cco-Zentrifuge (3500 Umdrehungen 
in der Minute) mindestens !/, Stunde zentrifugiert. 
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Versuche. 


Die Versuche wurden an 20 jungen, wei®Ben Ratten aus drei verschieden 
Wiirfen unternommen. Die Tiere wurden nach der von Elvehjem und 
Kemmerer beschriebenen Art durch reine Milchfiitterung in galvanisierten 
Drahtkafigen anéimisiert. Wie in friiheren Versuchen, hat man sich mit 
gréBter Sorgfalt darum bemiiht, eventuelle Beimischungen von Metallen 
oder anderen Stoffen zur Milch usw. zu vermeiden. Die Milch wurde den 
Tieren in GlasgefaBen, die sorgfaltig gereinigt und taglich mit destillierten, 
Wasser gespiilt wurden, vorgesetzt. 

7 Wochen alt waren die Tiere bedeutend anamisch: Hamoglobin 
prozent von 18 bis 33°, Erythrocyten von 2,5 bis 3,7 Millionen pro emm 
und Volumenprozent von 11 bis 17°). Ein Kontrolltier, das fortgesetzt 
mit reiner Mileh ernaihrt wurde, starb 8 Wochen alt. tief anamisch, genau 
wie es mit saémtlichen Kontrolltieren der friiheren Versuche geschah. 

Elf von den 7 Wochen alten Versuchstieren wurde nun taglich | mg 
Eisen verabreicht, und acht andere Tiere bekamen | mg Eisen 0,1 me 
Kupfer taglich. 

Das Eisen wurde als FeCl,-Lésung gegeben (zur Herstellung der Losung 
benutzte man Kahlbaums Klaviersaiten, und zwar pro Analyse 1 g in 
12 cem redestillierter, 20° ,iger Salzséiure gelést und bis 1 Liter verdiinnt, 
so daB Ll cem der Lésung 1 mg Eisen enthielt). 

Kupfer wurde als CuSO,, 5 H,O, in 1 Liter Wasser gelést, gegeben., 
so da leem der Lésung 0,1 mg Kupfer enthielt. Das Wasser fiir beide 
Lésungen war in einem Quarzapparat destilliert worden. Die Metall 
beigabe wurde morgens zusammen mit der Milch im Glasgefa®B verabreicht, 
und erst nach Verzehrung dieser Portion bekamen die Tiere Milch ad libitum. 


Die Blutprobe wurde durch Einschnitt an der unteren Seite des 
Schwanzes | Woche nach Beginn des Versuchs entnommen, und dann 
wieder in der 2., 4. und 7. Woche. 


Blutstillung durch Cauterisieren mit gliihendem Platindraht. Tabelle I! 
zeigt die Durchschnittszahlen fiir Hamoglobinprozent, Erythrocyten in 
Millionen, Kol.-Index, Vol.-Index, Volumenprozent und Saturationsindex 
bei den obenerwahnten Versuchstieren. Héchster und niedrigster Wert 
stehen dabei in Klammern. 

Wie aus der Tabelle If ersichtlich, sind saémtliche Tiere am Anfang 
des Versuchs anaimisch; Kol.-[ndex und Vol.-Index zeigen, daB es sich um 
eine Anaimie mit vorwiegend kleinen Blutkérperchen, also einer mikro- 
cytéren Animie (Witts), handelt. Die Veranderungen des Héamoglobin 
prozents, der Erythrocytenzahl, des Volumenprozents, Kol.-Index und 
Vol.-Index sind vor allem in der ersten Woche der Behandlung bei den- 
jenigen Ratten, die auBer der Eisenbeigabe auch noch Kupfer bekamen. 
iiberaus hervortretend, indem wir innerhalb dieses Zeitraums eine ganz 
erhebliche Steigerung des Hamoglobinprozents und der Erythrocyten, des 
Volumenprozents, Kol.-Index und Vol.-Index finden. (Bei dem Hamoglobin 
73°, der nach 7 Wochen erzielten Gesamtsteigerung, bei den Erythrocyten 
62°., der nach 7 Wochen erzielten Gesamtsteigerung. ) 

Da die Hamoglobinprozente innerhalb der ersten Woche 239%, die 
Erythrocytenzahl aber nur mit etwa 100°, innerhalb desselben Zeitraums 
steigen, ist es einleuchtend, daB eine bedeutende Erhéhung des Kol.-Inde» 
vor sich geht. Letztere kénnte entweder durch eine Steigerung des Volumens 
der einzelnen Blutkérperchen oder durch eine erhéhte Ramoglobinkonzentra 
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tion entstanden sein. (Also eine gréBere Sattigung als unter normale: 
Bedingungen. ) 

Aus der Tabelle II ergibt es sich, daB ersteres der Fall ist, da mar 
eine Erhéhung des Vol.-Index (1,2) findet, waihrend der Saturationsinde 
sich nicht tiber 1,0 erhebt. 


Vergleicht man diese Zahlen mit den entsprechenden Zahlen bei den 
Ratten, die Eisen allein als einzige Beigabe zur Milch bekommen habet 
so sieht man nur sehr geringe Veraénderungen wahrend der ersten Woch: 
(Hamoglobinprozent steigt z. B. nur 25°,), und die Steigerung ist un 
gefahr dieselbe bei Hamoglobinprozent, Erythrocytenzahl und Volumen 
prozent, so daB Vol.-Index und Kol.-Index dieselben niedrigen Werte wie 
vor Beginn der Eisenbeigabe behalten. Es scheint also, als ob diejenigen 
Ratten, die nur Eisen bekommen, in geringem Ma8e und vorwiegend durch 
Mikrocyten regenerieren, wahrend diejenigen Ratten, die auBerdem noch 
Kupfer bekommen, iiberaus kraftig und vorwiegend durch Makrocyte 
zur Regeneration gelangen. 

Wie gesagt ist dies innerhalb der ersten Woche, wo der Regenerations 
prozeB am stirksten ist, der Fall. In den nachfolgenden 6 Wochen sind dic 
Veranderungen nicht so auffallend. Die mit Kupfer behandelten Ratten 
zeigen nur eine maéBige Erhéhung des Hamoglobinprozents und der roten 
Blutkérperchen und erreichen nach Verlauf von 7 Wochen normale Werte. 
wihrend die entsprechenden Zahlen bei den mit Eisen allein behandelten 
Ratten nur sehr langsam steigen und normale Werte nicht erreichen. Dazu 
kommt noch, da8 die mit Kupfer behandelten Ratten sehr lebhaft waren. 
sie tranken schnell, ihr Kérpergewicht stieg, und sie blieben alle wahrend 
des Versuchs am Leben. Dagegen hatten die mit Eisen allein behandelten 
Ratten einen recht erheblichen Sterblichkeitsprozentsatz; zwei starben 
innerhalb der 2. bis 4. Woche und vier zwischen der 4. bis 7. Woche 
Nach 9 Wochen waren zehn von den elf Ratten, die nur Eisen als Beigab 
bekommen hatten, gestorben. Die elfte starb 17 Wochen nach Beginn de- 
Versuchs, nachdem ihr Hamoglobinprozent 81 erreicht hatte. Die Sektion 
dieser Tiere ergab keine sichere Todesursache bekannterer Art (Pneumonie. 
Enteritis oder dergleichen). Es scheint dieser Befund darauf hinzudeuten. 
da8 Kupfer, abgesehen von seiner Bedeutung fiir die Hamatopoese, auBer 
dem noch yon unumganglicher Wichtigkeit fiir die Erhaltung des Lebens 
sei, da wie erwaéhnt, die mit Eisen behandelten Ratten zugrunde gingen, 
ohne daB die Anamie so schwere Grade erreicht hatte, daB sie allein als 
Todesursache in Frage kommen k6énnte. 


Die Erhéhung des Hamoglobinprozents und der Erythrocytenzahl, di 
man bei den mit Eisen allein behandelten Ratten fand, kénnte méglicher 
weise durch minimale (im Fetalleben erworbene) Kupferniederlagen ini 
Organismus der Versuchstiere verursacht sein, und der Tod dieser Tier 
im Laufe des Versuchs ware dann auf eine Entleerung dieser Depots zuriick 
zutiihren. Noch ein Umstand kénnte darauf hindeuten, daB sich in det 
mit Eisen behandelten Ratten unerforschte Kupferaufspeicherungen 
befainden, naimlich die erheblichen Schwankungen in den Zahlenwerten voi. 
Haimoglobinprozenten, roten Blutkérperchen, Volumenprozenten und 
Indizes bei diesen Tieren. (Vergleiche die héchsten und niedrigsten Wert: 
der Tabelle IT.) Denn bei den mit Eisen und Kupfer behandelten Tieren 
sind die entsprechenden Schwankungen nur gering, d. h. die Kupferbeigab: 
hat eine ,,volle** Wirkung. 
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Es hat sich also gezeigt, da eine Beigabe von Eisen + Kupfer 
bei jungen Ratten, die durch einseitige Milchfiitterung andmisiert sind, 

1. eine tiberaus lebhafte Regeneration der roten Blutkérperchen, 
besonders innerhalb der ersten Woche nach Beginn der Behandlung, 
hervorruft ; 

2. daB die Regeneration vorwiegend von makrocytarer Beschaffen- 
heit ist: 

3. daB Eisenbeigabe allein nur eine geringe Regeneration erzeugt, 
und 

4. daB letztere vorwiegend mikrocytar ist; 

5. daB die mit Eisen allein behandelten Tiere innerhalb einer langen 
Beobachtungszeit sterben, ohne da8 die Animie als Todesursache in 
Frage kommt, und daB es deshalb anzunehmen ist, da8 Kupfer fiir die 
Erhaltung des Lebens wahrend des Wachstums der Ratten unent- 
behrlich sei. 

Es ist einleuchtend, da die Versuche dazu anregen, die Ver- 
anderungen des Blutbildes durch tdgliche Untersuchungen innerhalb 
der ersten Woche naher zu erforschen, die GréBe der Blutkérperchen 
durch Mikrometrie zu bestimmen, sowie auch die eventuellen Kupfer- 
depots der Tiere ausfindig zu machen. Solche Untersuchungen werden 
hoffentlich zur weiteren Férderung der Frage von der Bedeutung des 
Kupfers fiir die Hamatopoese beitragen. 
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und Pyrophosphatumsatz in jodessigsiurevergifteten Muskeln. 


Von 
Lh o 
Einar Lundsgaard. 
Aus dem medizinisch-physiologischen Institut der Universitat Kopenh: 
(BHingegangen am 9, Januar 1934. j 


Mit | Abbildung im Text. 


Herrn Prof. Dr. Vald. Henriques 


an seinem 70. Geburtstag gewidmet. 


Die in der vorliegenden Arbeit mitgeteilten Versuche bezweckte) 
isprunglich lediglich eine nahere Untersuchung des Adenylpv: 
phosphatumsatzes in Froschmuskeln, deren Milchsaurebildungsvermoge: 


durch Vergiftung mit Jodessigsaure aufgehoben war. 


Aus fritheren Untersuchungen (3) (4) wissen wir. daB der Phos 


phagenumsatz in derartigen Muskeln erstens dem Umsatz in normalen 
Muskeln gegentiber eine Zunahme erfahren hat. und zweitens. im 


Gegensatz zum Verhalten der normalen Muskeln. in groben Ziigen mit 
der betreffenden mechanischen Leistung parallel verliuft. Wie sich 
indessen bereits aus friuheren Versuchen dieser Art erwiesen hatte 
wurde die Kelation mechanische Leistung: Phosphagenspaltung 

nach Meyerhof K,,»-Wert benannt — durchgangig in Versuchen. 
ler Muskel bis zu Totalermudung gereizt worden war. groBer gefunden 
iis in Versuchen mit einem kurzer dauernden Reiz. Dieses Ergebm: 
scheint darauf hinzudeuten, daB wahrend der letzten Periode eine: 
Kontraktionsreihe aus anderen Quellen als aus der Phosphagenspaltuny 
fir Arbeitserzeugung ausnutzbare Energie frei gemacht wird. [n 
friheren Versuchen habe ich nur zu konstatieren vermocht. daB «in 
betrachtlicher Teil des Adenylpyrophosphats in bis zur Totalermudung 
und Entwicklung von Rigor gereizten Muskeln aufgespalten vorgefunden 
wird. Ferner ergibt sich aus Versuchen des Instituts Parnas (10) ube: 
die Ammoniakbildung in jodessigsaurevergifteten Muskeln, dab <i 
Ammoniakbildung in derartigen Muskeln hauptsachlich wahrend de: 
ilerletzten Periode der Kontraktionsreihe gleichzeitig mit der Rigo: 
entwicklung Platz greift. Da die Ammoniak- und die Pyrophosphat 
vufspaltung hiéchstwahrscheinlich parallel verlaufen, liebe sich bere: 
aus diesen Versuchen etwa die SchluBfolgerung ziehen, daB die Pvro 


phosphatspaltung groéBtenteils wahrend der letzten Periode cine! 
Kontraktionsserie Platz greift. Nachdem von Ve yerho/ und Lohmann (> 
nachgewiesen wurde, daB die Aufspaltung von Adenylpyrophosph 
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emen sogar ziemlich bedeutenden exothermen Vorgang darstellt, muB 
als gegeben erachtet werden, daB die Spaltung des Adenylpyrophosphats 
fur die von einem jodessigsaurevergifteten Muskel erzeugte Gesamt- 
warmemenge eine nicht zu unterschatzende Rolle spielt. Die Gesamt. 
warme iibersteigt denn auch in nicht geringfiigigem Grade die aus der 
Phosphagenspaltung erklarbare (6). Wahrscheinlich spielt die Spaltung 
des Adenylpyrophosphats eine besondere Rolle fiir die innerhalb det 
letzten Periode einer Kontraktionsserie wahrend der Rigorentwicklung 
Platz greifende relativ bedeutende Warmebildung. Ubrigens scheint 
die Warmebildung die aus der Phosphagen -- Pyrophosphatspaltung 
erklarbare Warmemenge um einige Grade zu iibersteigen. Noch un 
beantwortet bleibt die Frage, inwieweit die durch die Pyrophosphat 
spaltung frei gewordene Energie als Energiequelle fiir die mechanische 
Leistung eine Rolle spielt Diese Frage gewinnt an Interesse durch 
den Nachweis von Meyerhof und Lohmann (9), daB eine Phosphagen 
resvnthese unter geeigneten Umstanden in Muskelextrakten bei Pyro- 
phosphatspaltung als Energiequelle stattfinden kann, sowie fernet 
durch die seitens der genannten Forscher aufgestellte Hypothese, dal 
die fiir die anaerobe Phosphagenresynthese im lebenden Muskel be- 
anspruchte Energie direkt emer Spaltung von Pyrophosphat entstamme, 
welches wiederum mittels einer der Milchsaurebildung entstammenden 
Energie resynthetisiert werden sollte. Falls diese Hypothese zutreffend 
ist, muBte auch in Muskeln, deren Milchséurebildung aufgehoben ist 
selbst unter anaeroben Verhaltnissen fiir eine nicht ganz geringfiigige 
Phosphagenresynthese Moéglichkeit bestehen. AuBerdem miibte die 
Pyrophosphatspaltung in derartigen Muskeln als sicher irreversibe! 
erachtet werden kénnen. Fur den Fall, daf die Kupplung zwischen 
Pyrophosphatspaltung und Phosphagenresynthese durch die Ver 
giftung eine Storung erlitten haben sollte, muBte man deshalb jedentalls 
unter Umstinden, wo normal eme anaerobe Phosphagenresynthes 
stattfindet. eine nachweisbare Pyrophosphatspaltung erwarten konnen 

Diese Verhaltnisse bildeten die Anregung zur Ausfiihrung der hier 
mitgeteilten Versuche: wahrend der Ausfiihrung tauchten indessen 
andere Probleme auf. Die Relation zwischen Phosphagenspaltung und 
mechanischer Leistung unter verschiedenen Umstanden ist naher 
bestimmt worden. AuSerdem hat die aus der Phosphagenspaltung 
berechnete Warmeleistung. mit der mechanischen Leistung unter 


verschiedenen Umstanden verglichen, iiber die Zuverlissigkeit der 
Angaben hinsichtlich des Verhaltnisses zwischen Spannung Lang: 
und Warmebildung bei Gastrocnemien Erwagungen angebahnt 
SchlieBlich wurden Ergebnisse gewonnen, welche vermuten lassen 
daB mechanische Leistung und Phosphagenspaltung zeitlich nicht zu 
sammentallen brauchen, so daf{ man damit rechnen darf, dab auch di 
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Mit 1 Abbildung im Text. 


Herrn Prof. Dr. Vald. Henriques 
an seinem 70. Geburtstag gewidmet. 


Die in der vorliegenden Arbeit mitgeteilten Versuche bezweckten 
urspriinglich lediglich eine nahere Untersuchung des Adenylpyro 
phosphatumsatzes in Froschmuskeln, deren Milchséiurebildungsvermégen 
durch Vergiftung mit Jodessigsiure aufgehoben war. 

Aus friiheren Untersuchungen (3) (4) wissen wir, daB8 der Phos- 
phagenumsatz in derartigen Muskeln erstens dem Umsatz in normalen 
Muskeln gegeniiber eine Zunahme erfahren hat, und zweitens, im 
Gegensatz zum Verhalten der normalen Muskeln, in groben Ziigen mit 
der betreffenden mechanischen Leistung parallel verliuft. Wie sich 
indessen bereits aus friiheren Versuchen dieser Art erwiesen hatte. 
wurde die Relation mechanische Leistung : Phosphagenspaltung 
nach Meyerhof K,,p-Wert benannt — durchgangig in Versuchen, wo 
der Muskel bis zu Totalermiidung gereizt worden war, groBer gefunden 
als in Versuchen mit einem kiirzer dauernden Reiz. Dieses Ergebnis 
scheint darauf hinzudeuten, da wahrend der letzten Periode einer 
Kontraktionsreihe aus anderen Quellen als aus der Phosphagenspaltung 
fir Arbeitserzeugung ausnutzbare Energie frei gemacht wird. — In 
friiheren Versuchen habe ich nur zu konstatieren vermocht, daB ein 
betraichtlicher Teil des Adenylpyrophosphats in bis zur Totalermidung 
und Entwicklung von Rigor gereizten Muskeln aufgespalten vorgefunden 
wird. Ferner ergibt sich aus Versuchen des Instituts Parnas (10) tiber 
die Ammoniakbildung in jodessigsiurevergifteten Muskeln, daB dic 
Ammoniakbildung in derartigen Muskeln hauptsachlich wahrend der 
allerletzten Periode der Kontraktionsreihe gleichzeitig mit der Rigor- 
entwicklung Platz greift. Da die Ammoniak- und die Pyrophosphat- 
aufspaltung héchstwahrscheinlich parallel verlaufen, lieBe sich bereits 
aus diesen Versuchen etwa die SchluBfolgerung ziehen, daB die Pyro- 
phosphatspaltung gréBtenteils wahrend der letzten Periode einer 
Kontraktionsserie Platz greift. Nachdem von Meyerhof und Lohmann (8) 
nachgewiesen wurde, da$S die Aufspaltung von Adenylpyrophosphat 
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cinen sogar ziemlich bedeutenden exothermen Vorgang darstellt, muB 
als gegeben erachtet werden, daB die Spaltung des Adenylpyrophosphats 
fir die von einem jodessigsiurevergifteten Muskel erzeugte Gesamt- 
wirmemenge eine nicht zu unterschatzende Rolle spielt. Die Gesamt- 
warme iibersteigt denn auch in nicht geringfiigigem Grade die aus der 
Phosphagenspaltung erklarbare (6). Wahrscheinlich spielt die Spaltung 
des Adenylpyrophosphats eine besondere Rolle fiir die innerhalb der 
letzten Periode einer Kontraktionsserie wihrend der Rigorentwicklung 
Platz greifende relativ bedeutende Warmebildung. Ubrigens scheint 
die Warmebildung die aus der Phosphagen -+ Pyrophosphatspaltung 
erklarbare Warmemenge um einige Grade zu iibersteigen. Noch un- 
beantwortet bleibt die Frage, inwieweit die durch die Pyrophosphat- 
spaltung frei gewordene Energie als Energiequelle fiir die mechanische 
Leistung eine Rolle spielt. Diese Frage gewinnt an Interesse durch 
den Nachweis von Meyerhof und Lohmann (9), daB eine Phosphagen- 
resynthese unter geeigneten Umstanden in Muskelextrakten bei Pyro- 
phosphatspaltung als Energiequelle stattfinden kann, sowie ferner 
durch die seitens der genannten Forscher aufgestellte Hypothese, daB 
die fiir die anaerobe Phosphagenresynthese im lebenden Muskel be- 
anspruchte Energie direkt einer Spaltung von Pyrophosphat entstamme, 
welches wiederum mittels einer der Milchsiurebildung entstammenden 
Energie resynthetisiert werden sollte. Falls diese Hypothese zutreffend 
ist, miBte auch in Muskeln, deren Milchséurebildung aufgehoben ist, 
selbst unter anaeroben Verhaltnissen fiir eine nicht ganz geringfiigige 
Phosphagenresynthese Méglichkeit bestehen. AuBerdem miiBte die 
Pyrophosphatspaltung in derartigen Muskeln als sicher irreversibel 
erachtet werden kénnen. Fiir den Fall, da8 die Kupplung zwischen 
Pyrophosphatspaltung und Phosphagenresynthese durch die Ver- 
giftung eine Storung erlitten haben sollte, mite man deshalb jedenfalls 
unter Umstiainden, wo normal eine anaerobe Phosphagenresynthese 
stattfindet, eine nachweisbare Pyrophosphatspaltung erwarten kénnen. 

Diese Verhaltnisse bildeten die Anregung zur Ausfiihrung der hier 
mitgeteilten Versuche; wahrend der Ausfiihrung tauchten indessen 
andere Probleme auf. Die Relation zwischen Phosphagenspaltung und 
mechanischer Leistung unter verschiedenen Umstainden ist naher 
bestimmt worden. AuSerdem hat die aus der Phosphagenspaltung 
berechnete Warmeleistung, mit der mechanischen Leistung unter 
verschiedenen Umstanden verglichen, tiber die Zuverlissigkeit der 
Angaben hinsichtlich des Verhaltnisses zwischen Spannung « Lange 
und Warmebildung bei Gastrocnemien Erwagungen angebahnt. 
SchlieBlich wurden Ergebnisse gewonnen, welche vermuten lassen, 
daB mechanische Leistung und Phosphagenspaltung zeitlich nicht zu- 
sammenfallen brauchen, so da8 man damit rechnen darf, daB auch die 
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Phosphagenspaltung wie ubrigens von vornherein héchstwahrschein 
lich war einen dem Kontraktionsmechanismus selbst gegeniibe: 
sekundaren Vorgang darstellt, welcher einfach bloB demselben nahe: 
steht als die Milchsaéurebildung. 


Methodik. 

Samtliche Versuche wurden mit Gastrocnemien von Fréschen aus 
gefiihrt, welche durch Injektion von Monojodacetat in den dorsalen Lymph 
sack vergiftet waren. Die Technik war die von mir friiher angegebene (3). 
Um eine vollstandige Vergiftung zu sichern, wurde in simtlichen Versuchen 
eine relativ lange Vergiftungsdauer (mindestens | Stunde) in Anwendung 
gebracht. Das Milchsiéiurebildungsvermégen der Muskeln blieb unkontrolliert 
Versuche, deren Kontraktionskurve auf unvollstindige Vergiftung gedeutet 
hat, wurden ausgeschaltet. 

Die Phosphagenbestimmung wurde nach Meyerhof und Lohmann (7) 
vorgenommen. Die Pyrophosphatfraktion wurde als Differenz zwischen 
direkt bestimmbarem Phosphat und dem Wert nach 7 Minuten lange: 
Hydrolyse bestimmt, und zwar bei Korrektion mittels des Zuwachse- 
zwischen 7 und 30 Minuten langer Hydrolyse. Diese Korrektion wird wegen 
der lebhaften Bildung von Harden-Young-Ester in Jodessigsdurevergifteten 
Muskeln eine ziemlich bedeutende, was zweifellos die Unsicherheit der 
Bestimmung des Pyrophosphatwertes erhéht. Das Verfahren scheint 
immerhin sehr gut verwendbar zu sein, und in manchen Versuchen bei 
niedrigerer Temperatur war die Esterifizierung ohnehin nur eine miaBige, 
so daB8 die Korrektion in diesen Fallen keine bedeutende war. Indessen 
muS8 damit gerechnet werden, daB ganz geringfiigige Schwankungen des 
Pyrophosphatgehalts sich einem Nachweis entzogen haben kénnen. 

Die Versuche wurden in einem temperaturregulierbaren Raum vor- 
genommen, so daB die Temperatur des Raumes der ,,Versuchstemperatur* 
entsprochen hat. Da die Muskeln auf kalt gestelltem Teller prapariert 
waren, wurden sie 15 Minuten vor Beginn des Versuchs in Ringerlésung 
entsprechender Temperatur untergebracht. Samtliche Versuche wurden 
in Stickstoff ausgefiihrt. 

Das Reizintervall betrug in den Versuchen mit Einzelkontraktionen 
2 Sekunden. In den Versuchen mit tetanischem Reiz war die Reizfrequenz 

eine derartige, daB sie eben geniigte, um bei der betretfenden Temperatut 
glatten Tetanus zu geben. 

In Anbetracht des relativ umfangreichen Versuchsmaterials verzichtete 
ich auf eine Darstellung der Versuche mit saémtlichen Details, wie z. B. 
Analysenergebnisse, Spannungsleistung, Muskelgewicht, Muskellinge usw.. 
begniige mich vielmehr, was die meisten der Versuche betrifft, mit eine! 
Darstellung des Gesamtergebnisses als A, p-Wert ausgedriickt, oder wie 
bei den Versuchen mit tetanischem Reiz, als Relation zwischen Spannung 
x Muskellinge und der aus dem Phosphagenumsatz berechneten Warme 
bildung. 


Phosphagen- und Pyrophosphatumsatz bei Einzelkontraktionen. 

In einer Versuchsreihe wurden sowohl Phosphagenspaltung als Pyro- 
phosphatumsatz bei einer Reihe von Einzelkontraktionen bestimmt. In 
einigen der Versuche wurde der Reiz des Arbeitsmuskels unterbrochen. 
ehe die Héhe der Einzelkontraktion abzunehmen anfing. Die Muskeln 
waren hier also nur teilweise ermiidet, ohne da sich Rigor eingestellt hat. 
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hein in einer anderen Versuchsreihe wurde der Arbeitsmuskel bis zur Total- 
‘abe! ermiidung und voller Rigorentwicklung gereizt. Derartige Versuche wurden 
a bei einer Temperatur teils von 22°, teils von 2° ausgefiihrt, wobei hervor- 
dhe zuheben ist, daB bei der niedrigen Temperatur selbst bei Totalermiidung 
des Muskels kein Rigor eintrat. Die Ergebnisse dieser Versuche sind in 
der Tabelle I verzeichnet. Zum Vergleich sind in der Tabelle I auBerdem 
altere Versuche gleicher Art aufgefiihrt, bei welchen jedoch nur die Phos- 
“U5 phagenspaltung bestimmt worden ist. 
nph 
B (3). Tabelle I. 
chen 
“ae Kmp-Werte fiir teilweise ermiidete JodessigsiuremuskelIn. 
binant Phosphagengehalt und Pyrophosphatumsatz in mg P,O, pro 
wr Gramm Muskel. 
- Neue Versuche 
n (7) eee ag ee Kee : = 
chen Alte Versuche Zimmertemperatur 29 C 
ngel Phosphagen- - Pyro- Phosphagen- r Pyro- 
hses K gehalt nach K,, P phosphat- gehalt nach K,, Pp phosphat- 
mP Reizung umsatz Reizung umsatz 
gen 
eter 
doy 51 0,73 36 + 0,16 0,87 35 + 0,02 
‘ein 46 0,35 44 — 0,12 1,29 42 é 
hei 38 0,75 41 — 0,06 1.15 40 0.05 
49 0,27 43 + 0,09 1,24 43 
ge, 47 0,78 35 + 0,03 0,53 39 — 0,13 
en 37 0,10 39 — 0,07 1,05 45 
des 0,94 45 + 0,10 1,06 38 + 0,04 
os 43 0,57 40,5 + 0,02 1,02 40 0 
ur” Total ermiidete Muskeln. 
iert 55 0,0 50 0,36 0,14 43 — 0,32 
ung 54 0,17 65 — 0,22 0,17 49 
den 50 0,07 64 -- 0,38 0,17 48 — 0,49 
56 0,0 56 — 0,34 0,27 46 — 0,29 
am 65 0,0 65 — 0,63 0,30 39 — 0,31 
Enz 62 
tur 44 
58 
athe 57 0,05 60 0,39 0,21 45 — 0,35 
B. 
Ww... Wie aus der Tabelle I ersichtlich, haben die neuen Versuche in Bezug 
ner auf die Héhe des K,p-Wertes in kiirzeren Serien bzw. in Serien mit Total- 
Srio ermiidung des Muskels das gleiche Ergebnis geliefert wie die alteren Versuche. 
Ing Der Unterschied des K,,p-Wertes in kurzen und langer dauernden Serien 
ne ist in den bei 22° ausgefiihrten Versuchen besonders ausgesprochen. Als 
denkbare Erklarung dieses Unterschiedes zwischen den bei 22° und den 
bei 2° ausgefiihrten Versuchen miissen zwei verschiedene Umstande in 
Betracht kommen kénnen: Erstens waren die Versuchstiere der bei 2° 
rO- ausgefiihrten Versuche frischer gefangen als die Versuchstiere der bei 
In 22° ausgefiihrten Versuche. Die Muskeln jener Frésche besaBen einen 
n, weit gréBeren Phosphagengehalt. Eine etwaige fiir Arbeit ausnutzbare 
In konstante Mehrenergie — iiber den Phosphagengehalt hinaus muB den 


it. Ky p-Wert um so kraftiger beeinflussen, je kleiner der Phosphagengehalt 
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ist (vgl. Tabelle Il). Zweitens enthielten die bei 2° bis zum Aufhéren de) 
Kontraktion gereizten Muskeln noch etwas Phosphagen (s. Tabelle 1) 
Trotzdem also diese Muskeln so lange gereizt wurden, bis sie gegen das 
angewandte (starke) Irritament nicht mehr reagierten, diirfen sie nicht 
als ebenso total ermiidet angesehen werden, wie die bei 22° gereizten 
SchlieBlich muB hervorgehoben werden, da®B in den bei 2° ausgefiihrten 
Versuchen kein Rigor eintrat. 

Wahrend die Schwankungen des K,, p-Wertes innerhalb der einzelne: 
Versuchsgruppen mit kiirzer dauerndem Reiz nur maBig sind, was wiederum 
besagt, daB die Phosphagenspaltung mit der (iibrigens ziemlich stark 
variierten) mechanischen Leistung befriedigend parallel verlauft, ist dagegen 
der Unterschied zwischen den K,, p-Werten der Versuche mit kurzem und 
der Versuche mit langdauerndem Reiz tatsachlich ein bedeutender. Die in 
den bis Totalermiidung ausgefiihrten Versuchen beobachtete Zunahni 
des Ky, p-Wertes laBt sich kaum anders erklaren als durch eine den Muskeln 
neben der Phosphagenspaltung weiter innewohnende, fiir Arbeitsleistung 
ausnutzbare Energiequelle. Da® die Muskeln wahrend der letzten Period 
einer Kontraktionsreihe mehr 6konomisch arbeiten sollten, ist um so mehr 
unwahrscheinlich, als die Relation zwischen Spannung und Warmebildung 
bei jodessigsiurevergifteten Muskeln, wie aus den Messungen hervorgeht. 
eben nur innerhalb der ersten Periode der Kontraktionsreihe normal ist. 
wahrend die Warmebildung der entwickelten Spannung gegeniiber der inner- 
halb der letzten Periode der Kontraktionsreihe abnorm gro ist. Deshalb be- 
steht - falls wir den in den kurzdauernden Reizungsreihen gefundenen 
K,, p-Wert von 40 bis 43 als wahren Wert rechnen die Méglichkeit einer 
ganz groben Schitzung der Sonderenergiemenge (als Phosphagen aus- 
gedriickt), welche fiir die mechanische Leistung innerhalb der letzten 
Periode der Kontraktionsreihe in Anspruch genommen worden ist, um die 
gefundene Steigerung des K,, p-Wertes herbeizufiihren. In den Aalteren 
Versuchen mit Totalermiidung wurden durchschnittlich 1,30mg_ P,0O, 
Phosphagen gespalten. Dementsprechend mu8 die Arbeitsleistung, um die 
beobachtete Steigerung des K,,p-Wertes von 43 bis 57 herbeizufiihren. 
durchschnittlich eine 0,43 mg P,O; Phosphagen pro Gramm entsprechende 
Energiemenge in Anspruch genommen haben. Fiir die neuen Versuche 
bei Zimmertemperatur, wo die Phosphagenspaltung durchschnittlich nur 
1.10 mg P,O; Phosphagen pro Gramm betrug, laBt sich in gleicher Weise 
eine 0,53 mg P,O; pro Gramm Phosphagen entsprechende Sonderenergie- 
menge berechnen. SchlieBlich entspricht die aus den Versuchen bei 2° in 
gleicher Weise berechnete Sonderenergiemenge nur 0,20 mg P,0,; Phos- 
phagen pro Gramm, trotzdem die Phosphagenspaltung hier eine Héhe von 
durchschnittlich 1,60 mg P,O; pro Gramm erreicht ; wie aber bereits erwahnt. 
wurden die betreffenden Muskeln kaum bis zur endgiiltigen Totalermiidung 
gereizt, und kein Rigor trat hier ein. 

Die Tabelle Il enthalt eine Reihe von Versuchen, welche die Be- 
stimmung des K,,p-Wertes der letzten Periode einer Kontraktionsreihe 
bezweckten. Die beiden ersten Versuche wurden bei 22° in der Weise aus- 
gefiihrt, daB die beiden symmetrischen Muskein mit Einzelkontraktionen 
gereizt wurden. Wenn die Kontraktionshéhe abzunehmen anfing, wurde 
die Reizung des einen Muskels unterbrochen, und derselbe wurde als ,,Ruhe- 
wert’ benutzt, waihrend der andere Muskel bis Totalermiidung gereizt wurde. 
Der K,,p-Wert wurde dann aus der Differenz zwischen dem Phosphagen- 
gehalt der Muskeln und der Differenz zwischen deren Arbeitsleistung 
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herechnet. In den weiteren bei 10° ausgefiihrten Versuchen habe ich einen 
..Vorreiz** mit zehnsekundigem Tetanus in Anwendung gebracht, wonach 
der eine Muskel direkt verarbeitet wurde, wihrend der andere mit Einzel- 
kontraktionen bis Totalermiidung gereizt wurde. 


Tabelle II. 
Kynp-Werte von Jodessigsiuremuskeln mit kiinstlich 
erniedrigtem Phosphagengehalt. 





os Phosphagen Pyrophosphat- K Phosphagen Pyrophosphat- 
mE (,Ruhewert*) umsatz mP (,Ruhewert*) umsatz 


141 0,09 — 0,33 100 0.56 0 
135 0,11 — 0,26 84 0,66 

95 0,31 — 0,28 60 0,78 — 0,49 
107 0,47 — 0,26 





Wie aus der Tabelle ersichtlich, nimmt der berechnete Ky, p-Wert 
wie tibrigens zu erwarten war — je nach der Zunahme des Phosphagen- 
gehalts beim Beginn des Reizes ab. Abgesehen von den beiden ersten Ver- 
suchen, deren Phosphagengehalt zu niedrig befunden wurde, um eine bloB 
einigermaBen zuverliassige Berechnung zu gestatten, laBt sich auch in diesen 
Versuchen die fiir mechanische Arbeit ausgenutzte Sonderenergiemenge in 
ahnlicher Weise wie oben erwahnt berechnen. Die ermittelte Energiemenge 
schwankt von einem zum anderen Versuch recht erheblich (zwischen 0,31 
und 0,70 mg P,O; Phosphagen), aber der Durchschnittswert 0,43 mg P,O, 
Phosphagen entspricht ganz gut der aus den Versuchen der Tabelle | be- 
rechneten Menge. Somit diirfte kein Zweifel dariiber bestehen, daB der 
total-jodessigsiurevergiftete Muskel neben der Phosphagenspaltung eine 
weitere Energiequelle fiir die Erzeugung mechanischer Arbeit auszunutzen 
vermag, und daB diese weitere Energiequelle als Phosphagen ausgedriickt 
der GréBenordnung 0,4 bis 0,5 mg P,O; pro Gramm ist. 

Das Ergebnis der in den Versuchen vorgenommenen Pyrophosphat- 
umsatzbestimmungen lat sich kurz dahin zusammenfassen, daB bei 
einem Reiz maSiger Dauer kein Pyrophosphatumsatz nachweisbar ist, 
wogegen in den mit Reiz bis Totalermiidung ausgefiihrten Versuchen 
ohne Ausnahme eine bedeutende Pyrophosphatspaltung beobachtet 
wird, unangesehen, ob der Reiz Rigorentwicklung herbeifiihrt (bei 22°), 
oder ob dies nicht der Fall ist (bei 2°). 

Gelegentlich der Diskussion der gesamten Versuchsergebnisse 
werde ich auf den naheliegenden Gedanken naher eingehen, daB in 
dieser wahrend der letzten Periode der Kontraktionsreihe stattfindenden 
Pyrophosphatspaltung die fiir die Erzeugung mechanischer Arbeit aus- 
nutzbare oben erwahnte Sonderenergiequelle vielleicht zu erblicken ist. 


Ist eine anaerobe Phosphagenresynthese nach Aufhebung der Milchsdurebildung 
moglich % 

Diese Frage habe ich bereits in einer friiheren Arbeit (4) verneinend 

beantwortet. DaB ich mich immerhin veranlaBt gesehen habe, die 

Frage zur experimentellen Nachpriifung wieder aufzunehmen, ist einer 
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zweifachen Ursache zu verdanken. Erstens ware laut der eingangs erwahnten 
von Meyerhof und Lohmann aufgestellten Hypothese zu erwarten, daB ein 
anaerobe Phosphagenresynthese immerhin mittels einer der Pyrophosphat 
spaltung entstammenden Energie méglich sein sollte, zweitens habe ich 
in einer inzwischen vorgenommenen Arbeit beobachtet, daB der Umfany 
der in normalen Muskeln vorgefundenen anaeroben Phosphagenresynthese 
davon abhangt, ob der restituierte Muskel noch am isometrischen Myograph 
befestigt in fliissiger Luft gefroren, oder ob der Muskel erst nach Abtrennung 
in fliissige Luft geworfen wird (5). Beim Gefrieren im aufgespannten Zu 
stande findet ein nicht ganz unbetrachtlicher Phosphagenzerfall in dem nun 
wiederum phosphagenreichen Muskel statt, was bewirkt, daB die berechnet: 
Resynthese zu niedrig ist. Da ich in meinen friiheren Versuchen dieses 
Verfahren benutzt hatte, war von vornherein nicht ausgeschlossen, dal} 
eine gewisse Phosphagenresynthese durch die vom darauffolgenden Ge 
frieren verursachte Spaltung gedeckt war. Ich habe deshalb derartige Ver 
suche wieder aufgenommen, wobei ich derart verfahren bin, daB der unmitte! 
bar nach dem Aufhéren des Reizes gefrorene Muskel im aufgespannten Zu 
stande gefroren wurde, waihrend der nach Restitution in Stickstoff gefrorene 
Muskel abgetrennt und alsdann gefroren wurde. Dieses Verfahren sollte fii 
den Nachweis einer Resynthese das denkbar zweckmabBigste sein. 

Da bei 22° ausgefiihrte Versuche dieser Art genau dasselbe Ergebnis 
lieferten wie meine friiheren diesbeziiglichen Versuche, nimlich daB keine 
Phosphagenresynthese nachweisbar ist, sondern vielmehr eher ein ganz 
leichter Nachzerfall, habe ich mich entschlossen, entsprechende Versuche 
bei einer niedrigeren Temperatur auszufiihren, und zwar von dem Gedanken 
geleitet, daB eine Reizung der vergifteten Muskeln zu einer Schadigung der 
Muskeln eher bei héherer als bei niedrigerer Temperatur fiihren kénne. 
Ich war namlich zu diesem Zeitpunkt dazu geneigt, den in den meisten de! 
Versuche beobachteten, allerdings sehr geringfiigigen Nachzerfall von 
Phosphagen als Ausdruck einer durch die Reizung herbeigefiihrten Schadi- 
gung der Muskeln aufzufassen. Die Versuchsergebnisse bei 22° sind in der 
Tabelle [11 verzeichnet. Die Tabelle zeigt den Phosphagen- sowie den Pyro- 
phosphatgehalt sowohl im direkt gefrorenen als im ,,restituierten*’ Muskel. 


Tabelle III. 


Phosphagen-undPyrophosphat gehaltinsymmetrischenMuskelIn. 

A. in Kontraktion gefroren, B. 1 Minute nach Erschlaffung. 2 bis 3 Sekunden 

Tetanus bei Zimmertemperatur. Phosphagen und Pyrophosphat in mg P,O, 
pro Gramm Muskel. 





A. Direkt gefroren B. Nach 1 Min. gefroren 


Phosphagen Pyrophosphat | Phosphagen 


Pyrophosphat 


0,53 0,65 0,55 0,44 
0,24 0,46 0,47 0,38 
0,69 0,70 0,93 0,52 
0,69 0,59 0,35 0,53 
0,55 0,40 0,46 0,30 
0,78 0,45 0,70 0,42 
0,41 0,47 0,26 0,28 
0,64 0,35 0,48 0,29 


0,56 0,51 0,52 0,40 
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Die Durchschnittswerte weisen fiir die ,,restituierten** Muskeln einen 
um eine Kleinigkeit niedrigeren Phosphagengehalt auf; die Differenz ist 
indessen derart klein, daB dieser Erscheinung keine gré8ere Bedeutung 
beizumessen ist. Dagegen weisen die Versuche regelmaBig wahrend der 
..Restitutionsperiode** eine Pyrophosphatspaltung auf, welche allerdings 
nicht groB, jedoch unverkennbar ist. Das Resultat laBt sich also wie folgt 
zusammenfassen: Eine Restitution ist nicht nachweisbar, der Vorgang, 
welcher eine solche auswirken sollte, findet, wenngleich allerdings in be- 
schranktem Umfange, statt. 

Die Tabelle IV enthalt die Ergebnisse genau entsprechender, bei 
einer zwischen 2 und 3° schwankenden Temperatur ausgefiihrter Versuche. 
In diesen Versuchen habe ich einen 25sekundigen Tetanus in Anwendung 
gebracht, gegen einen 3- bis 4sekundigen bei 22° und habe — wenngleich 
ziemlich willkiirlich — die Restitutionsdauer von 1 auf 3 Minuten ver- 
langert. Die Ergebnisse sind in der gewéhnlichen Weise wiedergegeben. 
namlich in Gestalt des in den Muskeln vorgefundenen Phosphagen- bzw. 
Pyrophosphatgehalts. 

Tabelle IV. 
Phosphagen- und Pyrophosphatgehalt insymmetrischen Muskeln 
nach 25 Sekunden Tetanus bei 2°. 
A. in Kontraktion gefroren, B. 3 Minuten nach Erschlaffung gefroren. 
Phosphagen und Pyrophosphat in mg P.O; pro Gramm Muskel. 





A. Direkt gefroren BK. Nach 3 Min. gefroren 


Phosphagen Pyrophosphat Phosphagen Pyrophosphat 


0,58 0,59 0.51 
0,71 1,09 0,78 
0,56 0,93 0.68 

0,79 

0,72 

0.84 
0,60 0,98 0,61 
0,56 0,74 0.64 
0,60 0.96 0,57 
0,66 1.07 0,57 
0,61 0,87 0,62 


Nachzerfall von Phosphagen durchschnittlich 0,31. 


Wie aus der Tabelle IV ersichtlich, wiesen diese Versuche nicht die zu 
erwartende Phosphagenresynthese auf, sondern vielmehr einen sogar 
betrachtlichen Nachzerfall von Phosphagen, welcher den in den Versuchen 
bei hoéherer Temperatur nur andeutungsweise beobachteten Nachzerfall 
bei weitem tiberschreitet. Der durchschnittliche Nachzerfall von Phosphagen 
betragt 0,31 mg P,O; pro Gramm. Aus dem durchschnittlichen Phosphagen- 
gehalt in Ruhemuskeln von fiir Versuche unter entsprechenden Verhalt- 
nissen benutzten Fréschen derselben Lieferung liSt sich berechnen, daB 
sich die Phosphagenspaltung in den direkt gefrorenen und in den ,,resti- 
tuierten** Muskeln wie |: 1,4 verhalt. Der Pyrophosphatgehalt weist, was 
die Durchschnittswerte betrifft, keinen Unterschied zwischen direkt ge- 
frorenen und .,restituierten’* Muskeln auf. Der Vorgang, welcher eventuell 
eine Phosphagenrestitution auswirken sollte, findet also nicht statt, trotzdem 
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in normalen. unter gleichen Verhaltnissen gereizten Muskeln wie ic] 
spaiterhin nachweisen werde -—- eine erhebliche anaerobe Phosphagen 
resynthese Platz greift. Das aus diesen Versuchen gewonnene Ergebni 
ist durch Versuche, welche im nachfolgenden Abschnitt Besprechung finde: 
werden, vollauf bestatigt worden. 


Der Umfang der Phosphagenspaltung bei Tetanus bei verschiedenen 
Temperaturen. 

In der Hoffnung, zu einer Entscheidung dariiber zu gelangen, 
wie weit die bei niedriger Temperatur, wenn der Muskel direkt beim 
Aufhéren des Reizes gefroren wird, gemessene Phosphagenspaltung, 
oder diejenige, welche man erhalt, wenn der Muskel einige Minuten in 
Stickstoff hingengelassen wird, der fiir die betreffende mechanische 
Muskelleistung als erforderlich zu erachtenden Energieentfaltung am 
besten entspricht, habe ich eine ‘Reihe von Versuchen ausgefiihrt, bei 
welchen der absolute Umfang der Phosphagenspaltung bei Tetanus bei ver- 
schiedenen Temperaturen teils mit teils ohne Restitution gemessen wurde. 

In einer besonders wertvollen, dem Institut Hill entstammenden 
Arbeit hat Feng (1) das Verhaltnis zwischen Warmebildung und Spannung 

Lange in normalen Sartorii bei verschiedenen Temperaturen untersucht. 
Feng hat hier den Begriff ,,reduzierte Zeit’. in Anwendung gebracht und 
versteht hierunter die Dauer eines Tetanus bei 0°, welche in bezug auf Warme- 
erzeugung einer gegebenen Tetanusdauer bei einer gewissen anderen Tem- 
peratur entspricht. Aus Fengs Ziffern laBt sich leicht die Tetanusdauer 
bei einer Temperatur ablesen, welche in bezug auf Energieerzeugung der 
Tetanusdauer bei einer anderen Temperatur entspricht. In groben Ziigen 
wird ein 25sekundiger Tetanus bei Temperaturen um 2° einem 10sekundigen 
Tetanus bei 10° und einem knapp 4sekundigen Tetanus bei 19° entsprechen. 
Falls simtliche Versuche nicht bei genau gleicher Temperatur und gleicher 
Tetanusdauer ausfiihrbar sind, laBt sich mittels Fengs graphischer Dar- 
stellung das theoretische Verhiltnis zwischen Spannung « Muskellinge und 
Warmeerzeugung bei den gegebenen Versuchsbedingungen, d.h. bei der 
im Versuch in Anwendung gebrachten ,,reduzierten Zeit** ablesen. In den 
in diesem Abschnitt zur Besprechung kommenden Versuchen habe ich 
mich in weitem Umfange der Ergebnisse von Feng bedient. Ich habe in 
diesen Versuchen den Umfang der Fhosphagenspaltung bei einem Tetanus 
bei Temperaturen um 2°, bei einer Temperatur von 10° und schlieBlich 
bei 19° bestimmt. Ich habe, so annaéhernd wie tiberhaupt méglich, wenn man 
vermeiden wollte, mit nur Sekundenbruchteile umfassender Tetanusdauer 
zu arbeiten, die Reizzeiten derart erwahlt, dali die .,reduzierte Zeit‘ bei 
simtlichen Temperaturen die gleiche war, und habe auBerdem bei jedem 
einzelnen Versuch aus der jeweils gemessenen Temperatur und Reizdauer 
das theoretische Verhaltnis zwischen Wairme und Spannung x Muskellange 
berechnet. Bei den verschiedenen Temperaturen wurden teils Versuche 
ausgefiihrt, in welchen der gereizte Muskel beim Aufhéren der Reizung 
direkt gefroren wurde, teils Versuche, wo der Muskel nach Aufhéren der 
Reizung vor Abtrennung und Gefrieren einige Zeit in Stickstoff hangen 
gelassen wurde. Ebenfalls in diesen Versuchen bei 2° habe ich eine ,,Restitu- 
tionszeit‘* von 3 Minuten in Anwendung gebracht, bei 10° war die Restitu- 
tionszeit 2 Minuten, und schlieBlich bei 19° 1 Minute. Die Warmeerzeugung 
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habe ich aus der vorgefundenen Phosphagenspaltung berechnet, wobei die 
Aufspaltung von 1 g Phosphorsaure gleich 120 cal gesetzt ist. Um die aus 
den Versuchen berechneten Koeffizienten: Warme/Spannung © Muskellange 
mit den oben erwahnten theoretischen, fiir Sartorii geltenden Koeffizienten 
vergleichen zu kénnen, habe ich Hills Korrektionsfaktor 0,5 benutzt (2). 
Auf diese Anwendung von Hills Faktor werde ich spater zuriickkommen. 
Die Ergebnisse dieser Versuche sind in den Tabellen V, VI und VII ver- 
zeichnet. Die Tabellen umfassen nur die ermittelte Relation W./S. ™ L., 
wie ohen angegeben berechnet, sowie die entsprechende — theoretische 
Relation, und schlieBlich den Pyrophosphatumsatz, welcher in den meisten 
der Versuche dieser Gruppe mitbestimmt wurde. 


Tabelle V. 

Verhaltnis Warme/Spannung » Muskellange in jodessigsaure- 
vergifteten Muskeln mit etwa 25 Sekunden Tetanus bei 0 bis 2° 
gereizt. 

Pyrophosphatumsatz in mg P,O,; pro Gramm Muskel. Theoretischer 
W./S. « L. nach Feng (siehe Text). 





A. Direkt gefroren B. Nach 3 Min. gefroren 


W./S. x L. eoetiiaian WS. XL. 
umsatz 


Pyrophosphat- 
umsatz 


gefunden theoretisch gefunden theoretisch 


3,7 0,04 
3,6 — 0,07 
3,6 — O07 
3,8 + 0,06 
3,4 + 0,11 
3,8 + 0,05 
3,8 + 0,11 
2,8 

3,7 


3,7 — 0,03 
3,8 + 0,11 
3.5 

3,5 + 0,08 
3,4 + 0,02 
3,6 + 0,02 
3,8 + 0,08 
3.8 — 0,08 
2.8 

3,7 
3,6 +0,05 | a7 3.6 + 0,02 


~IS> Or 


~ 


4, 


oo 
wwe 


go> SO Lh she 
owe 


Tabelle V1. 

Verhaltnis Warme/Spannung »~ Muskellange in jodessigsaure- 
vergifteten Muskeln mit etwa 10 Sekunden Tetanus bei 10° 
gereizt. 

In den A.-Versuchen wurde der gereizte Muskel in Kontraktion gefroren, 
in den B.-Versuchen 2 Minuten nach Erschlaffung. Pyrophosphatumsatz 
in mg P,O; pro Gramm Muskel. Theoretischer W./S. « L. nach Feng. 





A. Direkt gefroren B. Nach 2 Min. gefroren 


W./S. &K L. W./S. x L. 


___ Pyrophosphat- Pyrophosphat- 


gefanden theoretisch UIneets gefunden theoretiseh : Sineees 
3,5 + 0,09 | 3,5 + 0,07 
3.4 3,8 3,5 

3,4 + 0,05 3,8 3,4 

3,4 3,3 3,4 

3.4 + 0,01 4,0 3,4 

3,42 (+ 0,05) 3,8 3,44 
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Tabelle VII. 


Verhaltnis Warme/Spannung ¥ Muskellange in jodessigséure 
vergifteten Mu.keln mit etwa 4 Sekunden Tetanus bei 19 
gereizt. 

In den A.-Versuchen wurde der gereizte Muskel in Kontraktion gefroren, 
in den B.-Versuchen 1 Minute nach Erschlatfung. Pyrophosphatumsatz. in 
mg P,O; pro Gramm Muskel. Theoretischer W./L. x S. nach Feng. 





A. Direkt gefroren 
CE. Pyrophosphat- 
umsatz 


Pyrophosphat 
umsatz 


gefunden theoretisch 


gefunden theoretisch 


— 0,01 3,9 4,0 — O31 
3,0 3,6 — 0,20 

2.8 3,6 

0,03 3.4 3,4 
3,6 3.6 — 0,36 
0 2.9 3.6 — 0.04 


(— 0,01) 3,26 3,6 — 0,16 


Wie aus der Tabelle V ersichtlich, besteht in denjenigen Versuchen, wo 
die Muskeln erst 3 Minuten nach Aufhéren der Reizung gefroren wurden, 
und wo sich also der im vorigen Abschnitt erwaihnte Nachzerfall von Phos 
phagen geltend gemacht hat, zwischen der gefundenen und der theoretischen 
Relation W./L. « S. eine vollauf befriedigende Ubereinstimmung, wahrend 
diejenigen Versuche, wo der Arbeitsmuskel sofort nach Aufhéren der Reizung 
gefroren wurde, durchaus keine gute diesbeziigliche Ubereinstimmung auf 
weisen. Um Wiederholungen zu vermeiden, verzichte ich an dieser Stelle 
auf eine nihere Besprechung dieses Ergebnisses, beschranke mich vielmehr 
auf einen Verweis auf die Diskussion der gesamten Versuchsergebnisse. 
Nur soviel sei an dieser Stelle hervorgehoben, daB, wie sich aus der Relation 
zwischen den in den Versuchen mit sofortigem Gefrieren des Muskels und 
in den Versuchen mit ,,Restitution’S gefundenen Koeffizienten W./L. « ‘S. 
berechnen laBt, die Phosphagenspaltung dieser beiden Gruppen sich gegen 
seitig wie 1: 1,37 verhalt, was der im vorigen Abschnitt auf 1: 1,4 berech- 
neten Relation zwischen dem Phosphagenumsatz in unter entsprechenden 
Bedingungen sofort gefrorenen und in ,,restituierten‘* Muskeln sehr gut 
entspricht. Wie aus der Pyrophosphatumsatzbestimmung hervorgeht. 
fiihrt die Reizung in keiner der beiden Versuchsgruppen deutliche oder 
endgiiltig feststellbare Verainderungen des Pyrophosphatgehalts herbei. 
Der Durchschnittswert jeder Gruppe weist allerdings eine geringfiigige 
Steigerung auf; dieser geringfiigigen Verschiebung kann ich indessen keine 
positive Bedeutung beimessen. Die in diesem Abschnitt mitgeteilten Ver- 
suche bei 2° stimmen somit, auch in bezug auf den Pyrophosphatumsatz. 
mit den entsprechenden Versuchen des vorigen Abschnitts tiberein. Irgend 
welcher Unterschied, sei es, daB der Muskel sofort gefroren oder ,,restituiert”’ 
wird, ist nicht nachweisbar. 

Wie aus den in der Tabelle VI verzeichneten Versuchen bei 10° e1 
sichtlich, besteht in beiden Versuchsgruppen zwischen dem theoretischen 
und dem gefundenen W./L. < S8.-Koeffizienten ungefahr die gleiche Cher 
einstimmung. Die Ubereinstimmung ist zwar keine ideale, immerhin abe 
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eine ganz gute. Der Koeffizient ist in den Versuchen, wo der Arbeitsmuskel 
.restituiert * wurde, ein wenig héher als in den Versuchen, wo der Muskel 
sofort gefroren wurde. Dies muBB als ein geringfiigiger Nachzerfall von 
Phosphagen gedeutet werden, welcher aber bei weitem nicht den Umfang 
hat wie bei 2°. Man muS8 bedenken, daB der Umfang der Phosphagen- 
spaltung bei sémtlichen in Anwendung gebrachten Temperaturen beinahe 
der gleiche war, so daB die tiberhaupt denkbar gréBte Méglichkeit einer 
direkten Vergleichung vorhanden ist. Die relativ wenigen den Pyrophosphat - 
umsatz betreffenden Ziffern erweisen, da noch bei 10° irgendwelcher 
Pyrophosphatumsatz nachweisbar ist. 

Fiir die Versuche bei 19° gilt. was den Phosphagenumsatz betrifft, 
ungefahr das gleiche, wie bei den Versuchen bei 16°. In jeder der beiden 
(Gruppen der bei 19° ausgefiihrten Versuche besteht zwischen dem ge- 
fundenen und dem theoretischen W./L. © S.-Koeffizienten ungefahr die 
vleiche Ubereinstimmung. Der bei den ,,restituierten*‘ Muskeln vorgefundene 
ein wenig héhere Koeffizient deutet auf einen ganz geringtiigigen Nachzerfall. 
Bei keiner der in Anwendung gebrachten Temperaturen war somit eine 
anaerobe Phosphagenresynthese nachweis- 
bar. Die Ubereinstimmung zwischen den 
gefundenen und den theoretischen W./L. 

S.-Koeffizienten ist keine vollstandige. 
Hervorzuheben ist, daB die gefundenen 
Werte in den Versuchen bei 19° durchgangig 
etwas niedriger liegen als die theoretischen, 
wahrend in den Versuchen bei 10° das gegen- 
teilige der Fall ist. Wa&ahrend bei 2° und 
bei 10° kein Pyrophosphatumsatz nachweis- 
bar war, weisen die Versuche bei 19° eine 
unverkennbare Pyrophosphatspaltung in den aa 
 restituierten** Arbeitsmuskeln auf, was in Temperatur in C 
den sofort gefrorenen Muskeln nicht der Abb. 1. 
Fall ist. Bei 19° findet also ein — allerdings 
maBiger — Nachzerfall von Pyrophosphat statt. Dies stimmt mit den im 
vorigen Abschnitt mitgeteilten Versuchen tiberein, bei welchen bei 22° ein 
deutlicher Nachzerfall von Pyrophosphat stattfand. Somit gilt fiir die Ver- 
suche bei 19° das gleiche wie fiir die Versuche bei 22°: Keine Phosphagen- 
resynthese, trotzdem der Vorgang, welcher eine solche eventuell be- 
wirken sollte, in deutlich nachweisbarem Umfang Platz greift. 
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Wenn wir den durchschnittlichen Umfang der Phosphagenspaltung 
pro Zeiteinheit und Einheit von Spannung « Liinge in ein Koordinaten- 
system mit der Temperatur als Abszisse und der Phosphagenspaltung als 
Ordinate einfiihren, ergibt sich eine Kurve (Abb. 1), deren Verlauf mit 
dem Verlauf einer Kurve iiber die entsprechenden Schwankungen der 
Warmebildung, nach Fengs Versuchen berechnet, sehr gut tibereinstimmt. 


Versuche mit normalen Muskeln. 

Um festzustellen, inwieweit der in vergifteten Muskeln bei niedriger 
Temperatur beobachtete Nachzerfall von Phosphagen nach Authéren eines 
Tetanus sich auch in normalen Muskeln geltend macht, wurden mit normalen 
Muskeln einige Versuche ausgefiihrt, in welchen die Phosphagenresynthese 
unter Verhilfnissen bestimmt wurde, welche denjenigen, bei denen der 
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Nachzerfall in jodessigvergifteten Muskeln wahrnehmbar war, entsprache) 
Es ware moéglich, daB die Resynthese hier nur sehr geringfiigig befunden 
wurde, eventuell von einem gleichzeitig stattfindenden Nachzerfall volliy 
yvedeckt sein wiirde. Die Ergebnisse dieser Versuche sind in der Tabelle VII! 
verzeichnet. 
Tabelle VIII. 
Anaerobe Phosphagenresynthese und Pyrophosphatumsat 
normaler Muskeln bei 2°. 25 Sekunden Tetanus. 


A. in Kontraktion gefroren, B. 3 Minuten nach Erschlaffung gefroren 
Phosphagen und Pyrophosphat in mg P,O; pro Gramm Muskel. 





A. Direkt gefroren B. Nach 3 Min. gefroren 


B—A 





Phos- 
phagen- 
gehalt 


Pyrophosphat- Phosphagen- | Pyrophosphat- 


~hosphag: _ ‘ at 
gehalt gehalt gehalt Phosphagen | Pyrophospha 


0,55 0,48 0,80 0,58 + 0,25 + 0.10 
0,76 0.55 1,04 0,51 + 0,28 — 0,04 
0,75 0,58 1.15 0,66 + 0,40 + 0,98 
0,62 0,71 1,14 0,65 + 0,52 — 0,06 
0,73 0,61 1,08 0,57 + 0,35 — 0,94 
1,07 1,48 + 0,41 

0.83 0,66 1,23 0,59 + 0,40 — 0,07 
1,00 0.66 H 1,41 0,63 + 0,41 — 0,03 


0,79 0,61 1,17 0,60 + 0,38 — 0,01 


Die Versuche erweisen, daB eine besonders wohlausgesprochene anaerobe 
Phosphagenresynthese stattfindet. In diesen Versuchen wurde eine durch- 
schnittlich ein wenig niedrigere Temperatur in Anwendung gebracht als 
bei den im vorigen Abschnitt erwahnten Versuchen bei Temperaturen 
um 2°, und gleichzeitig eine um etwas langere Reizdauer. Die ,,reduzierte 
Zeit’ war jedoch nur ungefahr 15°, langer als in den Versuchen des vorigen 
Abschnitts. In Sonderversuchen mit vergifteten Muskeln unter genau 
gleichen Umstanden wie die hier angewandten hat man sich dariiber ver- 
gewissert, da8 der Nachzerfall hier woh! ausgesprochen war. Der Umfang 
des unter den hier angewandten Versuchsbedingungen stattfindenden 
Phosphagenspaltung ist aus anderen Versuchen (Tabelle IX) bekannt. 
was die Angabe erméglicht, daB die anaerobe Phosphagenresynthese un- 
gefihr 40°, der unmittelbar nach Kontraktion gemessenen Spaltung 
ausmacht. Dies darf nicht als eine auffallend geringfiigige Resynthese 
bezeichnet werden. Betreffs der Frage, warum anscheinend eine Nach- 
zersetzung des Phosphagens in normalen Muskeln sich nicht geltend 
macht, vermégen vielleicht die in der Tabelle IX verzeichneten Versuche 
einige Erlauterung zu geben. In diesen Versuchen habe ich den absoluten 
Umfang der Phosphagenspaltung in normalen Muskeln bestimmt, welche 
nach tetanischem Reiz sofort nach Aufhéren des Reizes gefroren wurden 
Die Versuche wurden bei Temperaturen um | bis 2° ausgefiihrt, und in 
diesen Versuchen wurde wie in den Resyntheseversuchen mit normalen 
Muskeln eine durchschnittlich ein wenig langere Reizdauer angewandt 
als bei den entsprechenden, im vorigen Abschnitt dargestellten Ver- 
suchen mit vergifteten Muskeln. Ebenso wie in diesen habe ich aus 
der stattgehabten Phosphagenspaltung die derselben entstammende Warme- 
bildung berechnet, sowie die Relation Warme Spannung » Muskellange 
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ermittelt. In der Tabelle LX sind die Ergebnisse dieser Versuche neben 
den entsprechenden wie oben dargestellt berechneten theoretischen 
\W.S. « L.-Koeffizienten aufgefiihrt. Die Tabelle enthalt ferner vier zu 
wleicher Zeit und unter gleichen Umstanden wie die Versuche mit normalen 
Muskeln ausgefiihrte Kontrollversuche mit vergifteten Muskeln. 


Tabelle LX. 


Verhaltnis Warme/Spannung Muskellange in normalen und 
jodessigsaurevergifteten Muskeln mit 30 bis 35 Sekunden 
Tetanus bei 0 bis 2° gereizt. 
Die Muskeln sind in Kontraktion gefroren. Warmebildung aus Phosphagen- 
spaltung berechnet. Theoretischer W./L. *« S. nach Feng. 





Normale Muskel Vergiftete Muskel 


gefanden theoretisch gefunden theoretisch 


3. 

3,5 
3,0 
2.6 
3,4 
2,9 
2,9 


3,1 


Sell oll 


3.15 4.0 


— 


Wie aus der Tabelle LX ersichtlich, hegen die gefundenen W. L. S.- 
Koetfizienten kennbar niedriger als die theoretischen, wobei aber die Ab- 
weichung praktisch gesprochen die gleiche ist wie bei den Versuchen mit 
vergifteten Muskeln. Da nun die Versuche mit vergifteten Muskeln in 
dieser Gruppe nicht zahlreich, und wie bereits gesagt, nur als Kontroll- 
versuche anzusehen sind, ist die zuverlissigste Schatzung der Versuche 
mit normalen Muskeln durch einen Vergleich derselben mit den ziemlich 
zahlreichen, in der Tabelle V enthaltenen entsprechenden Versuchen mit 
vergiftteten Muskeln zu erreichen. Was die direkt gefrorenen Muskeln 
hetrifft, stellte sich die Relation zwischen gefundenen und theoretischen 
W./L. x S.-Koeffizienten hier auf 1: 1,37; fiir die normalen Muskeln ist 
diese Relation 1: 1.32. was mit anderen Worten besagt, dafi der Umfang 
der Phosphagenspaltung der mechanischen Leistung gegeniiber, bei den 
hier erwahliten Versuchshbedingungen, in vergifteten und in normalen 
Muskeln der gleiche ist. Das Milchsaéurebildungsvermégen der letzteren 
macht sich somit offenbar wahrend der Kontraktionszeit selbst tiberhaupt 
nicht geltend. Fiir die Annahme, da®B die Phosphagenspaltung, unter den 
hetreffenden Versuchsbedingungen, in normalen Muskeln schneller von- 
statten gehen solle als in vergifteten, liegt kein Grund vor, und eine bereits 
wahrend der Kontraktion stattfindende Phosphagenresynthese muB deshalb 
ils ausgeschlossen angesehen werden. Am wahrscheinlichsten ist, daB die 
die Kontraktion begleitenden chemischen Veranderungen in normalen und 
in vergifteten Muskeln die gleichen sind. Der in vergifteten Muskeln beob- 
achtete Nachzerfall von Phosphagen findet wahrscheinlich auch in normalen 
Muskeln statt, da indessen die ganze Phosphagenresynthese nach Er- 
schlaffung Platz greift, und die Nachresynthese deshalb gréBeren Umfanges 
ist als gew6hnlich, ist der Nachzerfall nicht, wie erwartet, in Gestalt einer 
vuffallend geringfiigigen anaeroben Resynthese wahrnehmbar. Bezuglich 
einer néheren Diskussion dieser Ergebnisse verweise ich, um Wiederholungen 


Q1* 
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zu vermeiden, auf die abschlieBende Diskussion der gesamten Versuch: 
ergebnisse. 

Da das Durchfrieren eines Gastrocnemius in fliissiger Luft verhaltni: 
maBig lange Zeit beansprucht. weshalb ein betrachtlicher Teil des Muske! 
sicher erst nach Erschlaffung fixiert wird, habe ich einige Versuche mit 
normalen Sartorii vorgenommen, bei welchen ein Durchfrieren vor §) 
schlaffung jedenfalls weit eher gelingt. Die betreffenden nicht zahlreichen 
Versuche beziehen sich lediglich auf die Bestimmung des Pyrophosphat 


Tabelle X. 
Pyrophosphatgehalt symmetrischer Sartorien nach 20 Se- 
kunden Tetanus bei 2°. 


A. in Kontraktion gefroren, B. 3 Minuten nach Erschlaffung. Pyrophosphat 
in mg P,O,; pro Gramm Muskel. 





A. Direkt gefroren |B. Nach 3 Min. gefroren Differenz 


0,62 0,60 ~~ 0.92 
0,62 0.67 + 0,05 
0,52 0,59 + 0.07 
0,55 0,55 0 

0,60 0,58 — 0,02 


0,58 0,60 + 0,02 


gehalts symmetrischer Muskeln, der eine direkt in Kontraktion, der ander 
3 Minuten nach Erschlaffung gefroren. Diese Versuche wurden ebenfalls 
bei einer Temperatur von ungefahr 2° ausgefiihrt. Die Versuche bezweckten 
eine Untersuchung dariiber, ob bei schnell vonstatten gehendem Gefrieren 
ein Anhaltspunkt fiir die Annahme eines Pyrophosphatumsatzes im Anschlul} 
an Erschlaffung und anaerobe Restitution erreichbar sei, was indessen 
nicht gelungen ist. Wie aus den Versuchen der Tabelle X ersichtlich, bieten 
die Ziffern weder fiir einen Aufbau noch fiir einen Abbau von Pyrophosphat 
irgendwelchen Anhaltspunkt. 
Diskussion. 


Die sich sowohl bei Zimmertemperatur als bei niedriger Tem- 
peratur herausstellende gute Ubereinstimmung zwischen den Alteren 
und den neuen Bestimmungen des K,,p-Werte maBig gereizter, ver- 
gifteter Muskeln muB als eine Gewahr fiir die Zuverlassigkeit dieser 
Bestimmungen angesehen werden. Der K,,p-Wert sollte hiernach 
durchschnittlich ungefaihr 42 bei relativ geringfiigiger Streuung sein 
Eine Berechnung des Koeffizienten Spannung x Linge/Warme von 
diesem Wert aus, unter Voraussetzung einer Warmeerzeugung von 
120 cal pro Gramm aus Phosphagen abgespaltener Phosphorsaure, e1 
gibt T. x L./H. = 8,2. Dies bedeutet eine sehr schlechte Uberein- 
stimmung mit Hills direkten Bestimmungen dieses Quotienten fiir 
normale Gastrocnemii, indem Hill einen Durchschnittswert von 13,4 
fand (2). Dagegen ist die Ubereinstimmung mit dem aus dem chemi- 
schen Umsatz in normalen Muskeln berechneten Koeffizienten (5) 
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keine derart schlechte, und wenn — wie es eben bei der Berechnung 
von T. x L./H. von dem chemischen Umsatze in normalen Muskeln der 
Fall war — die Zahl 100 Cal pro Gramm Phosphorséiure benutzt wird, 


. . . y . : ‘ ‘ 
ergibt sich sogar eine noch bessere Ubereinstimmung. Somit besteht 


weder in Versuchen mit normalen noch in Versuchen mit vergifteten 
Muskeln eine Ubereinstimmung zwischen den aus den chemischen 
Umsatzen berechneten T. « L./H.-Koeffizienten und Hills Bestim- 
mungen. Diese Nichtiibereinstimmung mu8 entweder auf einen seitens 
Hill zu hoch berechneten Koeffizienten oder aber auf eine zu hohe 
Schatzung der Warmeerzeugung bei den chemischen Umsitzen zuriick- 
zufiihren sein. Wo der Fehler liegt, laBt sich zur Zeit nicht feststellen, 
es muB aber hervorgehoben werden, dal sich sowohl in Versuchen mit 
normalen als in Versuchen mit vergifteten Muskeln durch Berechnung 
Werte ergeben, welche nicht wenig von Hills Werten abweichen, 
wahrend sie gegenseitig, trotz des ziemlich groBen Unterschiedes der 
chemischen Veranderungen in beiden Fallen, ziemlich gut tberein- 
stimmen. 

Zunachst scheint es merkwirdig, daB in den Tetanusversuchen 
der Tabellen V, VI und VII zwischen Fengs direkten Bestimmungen 
des Koeffizienten W./S. « L. und den aus meinen Versuchen berechneten 
Koeffizienten eine sogar besonders gute Ubereinstimmung erreicht 
worden ist, da eben bei dieser Berechnung Hills Korrektionsfaktor 
fiir den Vergleich zwischen Sartorii und Gastrocnemi 0,5 in Anwendung 
gebracht wurde; dieser Korrektionsfaktor ist auf die direkten T. « L./H.- 
Bestimmungen fiir Gastrocnemii basiert, und diese Bestimmungen 
stimmten, wie bereits gesagt, nicht mit unseren aus den chemischen 
Umsiatzen erfolgten Berechnungen tiberein. Die Ursache dieses an- 
scheinenden Widerspruchs mu aber darin gesucht werden, daB die 
Kontraktionszeit ungarischen Esculenten entstammender Gastrocnemil 
bereits nach sehr kurzem Reiz zunimmt (2). Der fiir die Aufrecht- 
erhaltung der Spannung wahrend eines Tetanus beanspruchte Energie- 
aufwand ist deshalb relativ geringfiigiger als in einem Sartorius, was 
schon aus Warmemessungen von Hill hervorgeht (2). 

Ganz davon abgesehen, ob Hills T. x L./H.-Koeffizient fiir Gastro- 
cenemii und der aus demselben berechnete Korrektionsfaktor 0,5 richtig 
ist oder nicht, ist es, wie auch Hills Versuche zeigen, durchaus nicht 
angaingig, diesen Faktor von Versuchen mit EKinzelkontraktionen auf 
Versuche mit Tetanus zu iibertragen. 

Wenngleich also die gute Ubereinstimmung zwischen Fengs direkten 
Warmemessungen und der in meinen Versuchen mit Tetanus (‘Ta- 
bellen V, VI und VII) berechneten Warmeerzeugung als eine ganz 
zufallige zu bezeichnen ist, erweisen die Versuche immerhin wie 
aus den Kurven der Abb. 1 deutlich ersichtlich —, daB in Versuchen 
mit Tetanus bei verschiedenen Temperaturen die Héhe der Phos- 
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phagenspaltung mit der Temperatur parallel mit der Warmeerzeuguny 
variiert, was die Auffassung sehr befiirwortet, daB die Phosphage: 
spaltung in maig gereizten vergifteten Muskeln praktisch gesproche: 
die einzige energieerzeugende Reaktion darstellt. Was indessen diese), 
Versuchen ihr besonderes Interesse verleiht, ist die Tatsache, dat 
diese Parallelitit zwischen Phosphagenspaltung und Warmebildung 
nur erreichbar ist, wenn man in den Versuchen bei niedriger Ten 
peratur den Nachzerfall von Phosphagen mitberiicksichtigt. Die hie: 
als Vergleich angewandte direkte Warmemessung umfat indessen nu 
die initiale Warme, was die Annahme veranlassen mu8, da wahrend 
der Kontraktion selbst ein den Phosphagennachzerfall aquivalierende: 
exothermer Vorgang stattfindet, und da die Nachbildung von Phos- 
phagen dazu dient, diesen Vorgang riickgangig zu machen. Dies besagt 
mit anderen Worten, da das Phosphagen in Versuchen bei Tem 
peraturen um 0 bis 2° innerhalb der Chemie der Muskelkontraktion 
eine derjenigen der Milchséiurebildung genau entsprechende Stellung 
einnimmt. Da die Phosphagenspaltung mit der Verkiirzung zeitlic! 
nicht zusammenfallt, kann dieselbe ebensowenig wie die Milchsaur 
bildung mit dem Kontraktionsmechanismus direkt verkniipft sein, 
sondern mu als ein Restitutionsvorgang aufgefat werden, welche: 
jedoch weit schneller vonstatten geht als die Milchséiurebildung: denn 
bei den niedrigen Temperaturen scheint die Milchsaurebildung sic! 
iiberhaupt erst nach Erschlaffung geltend zu machen, wahrend ungefah 
drei Viertel der Phosphagenspaltung mit der Kontraktion selbst. zu- 
sammenfallen. Da in normalen Muskeln bei den sehr niedrigen Tem- 
peraturen wahrend der Kontraktion selbst keine Milchsaurebildung 
Platz greift, 1la48t sich aus der Tatsache schlieBen, daB die Phosphagen- 
spaltung unter diesen Verhaltnissen in normalen und in vergifteten 
Muskeln die gleiche bleibt. Die Phosphagenspaltung ist namlich, 
wie bereits gesagt, kaum schneller in normalen als in vergifteten Muskeln 
weshalb angenommen werden mu, daB ein Teil der wahrend de: 
Kontraktion selbst entstehenden Energieerzeugung ebenfalls in normalen 
Muskeln einem der Phosphagenspaltung und der Milchsaiurebildung 
ungleichen exothermen Vorgang zu verdanken ist. Wie weit auch in 
normalen Muskeln ein Phosphagennachzerfall stattfindet, welcher den 
unbekannten exothermen Vorgang riickgangig macht, oder ob ein 
der Milchsiurebildung entstammende Energie diesen Vorgang direkt 
zu ,,restituieren*’ vermag, laBt sich nicht mit Sicherheit feststellen. 
Diese Frage fallt mit der Frage der Allgemeingiiltigkeit der vor ungefah: 
4 Jahren aufgestellten Hypothese zusammen (3), daB die der Milch- 
siurebildung entstammende Energie dem Kontraktionsmechanismus 
durch das Phosphagen stets dadurch zugefiihrt wird, daB sie erst eine 
Resynthese des letzteren herbeifiihrt. DaB ein derartiger Mechanismus 
vorkommen kann, wissen wir jetzt. Derselbe ist bei der anaeroben 
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Phosphagenresynthese nach einem Tetanus direkt nachweisbar (5). 
\leiner Ansicht nach vertritt deshalb bis auf weiteres bis nach- 
yewiesen worden ist, daB ein Muskel ohne intermediaéren Phosphagen- 
umsatz bei direkter Ausnutzung der Energieerzeugung der Milchsaure- 
bildung zu arbeiten vermag — die Auffassung den klarsten Stand- 
punkt, daB die Glykolyseenergie stets durch Vermittlung einer Phos- 
phagenresynthese ausgenutzt wird, auch in Fallen, wo Spaltung und 
Resynthese sich gegenseitig mehr oder weniger decken. Wir miissen 
dann annehmen, daf auch in normalen Muskeln bei sehr niedrigen 
Temperaturen ein Nachzerfall von Phosphagen stattfindet, und dab 
die Resynthese hier einen sehr bedeutenden Umfang hat, teilweise aber 
vom Nachzerfall gedeckt wird. 

Wie bereits gesagt, halte ich die Annahme fiir unumgianglich, dab 
ein Teil der Energieerzeugung wahrend der Kontraktion selbst in den 
Versuchen bei niedriger Temperatur einem exothermen, sowohl von 
der Phosphagenspaltung als von der Milchséurebildung verschiedenen 
Vorgang zu verdanken ist. Es bleibt dann die Frage, worin dieser Vor- 
gang besteht und welche Energiemengen derselbe zu leisten vermag. 
In den Versuchen (Tabelle 1V), wo der Phosphagennachzerfall direkt 
bestimmt wurde, betrigt derselbe durchschnittlich 0,31 mg _ P,O;- 
Phosphagen pro Gramm. Der betreffende Vorgang muB also jedenfalls 
eine entsprechende Energiemenge erzeugen kénnen. Wohl médglich, 
da8 er mehr zu leisten vermag, gleichzeitig aber ist es wahrscheinlich, 
daB der beobachtete, 0.31 mg P,O;-Phosphagen pro Gramm ent- 
sprechende Umfang dem Maximum der Leistungsfaihigkeit des Vor- 
gangs nicht besonders weit entfernt liegt. Zu dieser SchluBfolgerung 
leitet mich die in Tetanusversuchen bei sehr niedriger Temperatur 
ziemlich durchgaingige Erscheinung, daB die Spannung gegen Schlub 
der Kontraktion ziemlich bedeutend abzunehmen anfangt, was bei 
héheren Temperaturen niemals der Fall ist, selbst wenn die Reizdauer 
derart angepaBt wurde, daf die Energieleistung der Muskeln bei hoher 
und bei niedriger Temperatur die gleiche blieb. Wenn die Spannung 
waihrend der letzten Periode eines Tetanus bei niedriger Temperatur 
erkennbar und ziemlich plétzlich abnimmt, laBt sich beobachten, daB der 
Muskel bei unmittelbar nach Erschlaffung stattfindendem wiederholtem 
Reiz nur die gleiche niedrige Spannung leistet wie unmittelbar vor 
Erschlaffung, wahrend er, falls vor Wiederholung des Reizes einige 
Minuten verstreichen, eine weit héhere Spannung leistet. Dies besagt 
mit anderen Worten, daB ebenfalls ein jodessigsdurevergifteter Muskel 
unter diesen Verhaltnissen eine erkennbar anaerobe Restitution aufweist, 
welche mit dem Phosphagennachzerfall zusammenfallt. In solchen 
Versuchen ist anzunehmen, da die unbekannte, wahrend der Kon- 
traktion selbst einen Teil der Energie leistende exotherme Energiequelle 
beinahe erschépft ist, um alsdann durch den Phosphagennachzerfall 
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restituiert zu werden. Diese unbekannte Energiequelle kann deshal|) 
kaum eine wesentlich gréBere Energiemenge vertreten als diejenigy 
welche dem durchschnittlichen Phosphagennachzerfall von 0,31 my 
P,O;-Phosphagen pro Gramm Muskel entspricht. Die Versuche mit 
Kinzelkontraktionen (s. diese) lassen schlieBen, daB jodessigsiurevergiftet« 
Muskeln iiber die Phosphagenspaltung hinaus iiber eine 0,3 bis 0,5 my 
»,0;-Phosphagen pro Gramm aquivalente Energiemenge  verfiigen 
Somit besteht in bezug auf die Héhe der fiir die Kontraktionsarbeit 
verwendbare Energiemenge unbekannten Ursprungs, iiber welche 
jodessigsaurevergiftete Muskeln annehmbar verfiigen, zwischen den 
beiden ganz verschiedenen Versuchsgruppen eine ganz gute Uberein 
stimmung. In den Versuchen mit Einzelkontraktionen wird diese 
Energiemenge erst wahrend der letzten Periode der Kontraktionsreihe. 
wenn das Phosphagen beinahe verbraucht ist, in Anspruch genommen 
Dies zusammen mit dem Ergebnis der Tetanusversuche bei niedrige: 
Temperatur laBt die Annahme als die natiirlichste erscheinen, dais 
dieser sonderenergieleistende Vorgang dem Kontraktionsmechanismus 
selbst naher steht als die Phosphagenspaltung. Sie stellt sich also 
in die Reihe von chemischen Vorgangen, welche mit der Muskelkontrak- 
tion verknipft ist, anderswo ein, als, laut Hypothese von Meyerho/ 
und Lohmann (8), der Pyrophosphatumsatz. Auch aus einem anderen 
und mehr direkten Grund kann der betreffende Vorgang keine Pyro- 


phosphatspaltung sein. In den Versuchen mit Einzelkontraktionen 
fallt die ,,.Sonder‘‘-Energieerzeugung allerdings mit einer Pyrophosphat- 
spaltung zusammen, die Tetanusversuche aber weisen wahrend der 
Kontraktion keine Pyrophosphatspaltung auf. Da fiir die Annahme, 
daB die Sonderenergiemenge in den beiden, deren Existenz anscheinend 


aufweisenden Versuchsgruppen verschiedenen Ursprungs sein sollte. 
kein Grund vorhanden ist — um so weniger, als sie in beiden Fallen von 
der gleichen GréBenordnung zu sein scheint —, mu man meiner Ansicht 
nach zu der SchluBfolgerung gelangen, da8 die Pyrophosphatspaltung fiir 
die Erzeugung von Kontraktionsenergie in jodessigsdiurevergifteten 
Muskeln keine Rolle spielt. Ein betrachtlicher Teil der wahrend der 
Rigorentwicklung unabhangig von den Kontraktionen frei werdenden 
und am besten als Kontrakturwairme zu bezeichnenden Warmemenge 
dirfte der Pyrophosphatspaltung zu verdanken sein. Eine Parallelitat 
zwischen dem Umfang der Pyrophosphatspaltung in den einzelnen 
Versuchen (Einzelkontraktionen) und der iiber die der Phosphagen- 
spaltung entstammende Menge hinaus fiir Arbeit ausgenutzten Energie- 
menge ist denn auch nicht nachweisbar. 

Gegen die Annahme, daB die Pyrophosphatspaltung fiir Arbeits- 
erzeugung ausnutzbare Energie leisten sollte, sprechen ferner nach- 
driicklich die in den Versuchen mit Totalermiidung bei 2° (Tabelle 1) 
gefundenen relativ niedrigen K,, p- Werte. Die Pyvrophosphatspaltung ist 
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in diesen Versuchen ebenso groB8 wie in den entsprechenden Versuchen 
bei Zimmertemperatur, wihrend die Steigerung des K,, p-Wertes den Ver- 
suchen mit teilweiser Ermiidung gegeniiber bei weitem geringfiigiger ist. 

Auch der Gedanke, daB zwischen dem bei héherer Temperatur 
unterbleibenden Phosphagennachzerfall und der hier eintretenden 
Pyrophosphatspaltung (Tabelle VII) ein Zusammenhang  bestehen 
sollte, muB abgelehnt werden, denn bei 10° (Tabelle V1) unterbleibt 
ebenfalls der bei 2° beobachtete Phosphagennachzerfall, trotzdem bei 10° 
keine Pyrophosphatspaltung wahrnehmbar ist. Die also offenbar 
unterbleibende Ausnutzung der Pyrophosphatspaltung in jodessigsaure- 
vergifteten Muskeln kénnte etwa auf eine durch die Vergiftung herbei- 
gefiihrte Stérung der von Meyerhof und Lohmann vermuteten Phos- 
phagenresynthese mittels einer Pyrophosphatspaltung entstammenden 
Energie zuriickzufiihren sein. Ein Postulat nach dieser Richtung hin 
wird jedenfalls fiir die Begriindung der Tatsache erforderlich sein, daB 
eine anaerobe Phosphagenresynthese unter keinen Versuchsbedingungen 
in vergifteten Muskeln nachweisbar war, obgleich fiir eine solche laut 
der Hypothese von Meyerhof Méglichkeit bestehen sollte. Man 
muBte indessen dann erwarten, eine Pyrophosphatspaltung jedenfalls 
unter solchen Verhaltnissen wahrnehmen zu kénnen, wo die Phos- 


phagenresynthese in normalen Muskeln eine wohlausgesprochene ist, 


da die Pyrophosphatspaltung laut der betreffenden Hypothese irrever- 
sibel sein sollte, wenn die Milchsdéurebildung aufgehoben ist. Dies ist 
indessen nicht der Fall gewesen. Somit ist es nicht gelungen, fiir die 
genannte Hypothese irgendeine Bekraftigung zu gewinnen. Noch in 
den Versuchen mit normalen Muskeln war ein Pyrophosphatumsatz 
im Anschlu8 an die anaerobe Phosphagenresynthese nachweisbar, was 
sich indessen etwa aus der Totalreversibilitat der Pyrophosphatspaltung 
erklaren lieBe. Selbstverstandlich ist nun ausgeschlossen, die Existenz 
eines als totalreversibel geltenden Vorgangs zu beweisen bzw. zu wider- 
legen; immerhin aber muB stark hervorgehoben werden, daB der Vorgang 
unter Verhaltnissen, wo er irreversibel werden mite, niemals nach- 
weisbar ist. Meyerhof hat direkt nachgewiesen, da eine Pyro- 
phosphatspaltung unter geeigneten Bedingungen in Muskelextrakten 
eine Phosphagenresynthese bewirken kann. Meiner Ansicht nach aber 
diirfte fiir die Ubertragung der mit Muskelextrakten gewonnenen 
Ergebnisse auf den lebenden Muskel augenblicklich kein Anhalts- 
punkt vorhanden sein, obgleich die hierauf fuBende Hypothese den 
groBen Vorteil bietet, daB sie die Kuppelung zwischen der Milch- 
siurebildung und dem Umsatz der phosphorsiurehaltigen Muskel- 
bestandteile in iiberzeugender Weise erklirt. Aber auch die von der 
Hypothese involvierte Auffassung der Co-Fermentrolle des Pyro- 
phosphats 1a8t sich nur schwierig mit der allgemeinen Beobachtung in 
Kinklang bringen, daB bei aufgehobener Glykolyse und hieraus folgender 
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als irreversibel anzusehender Pyrophosphatspaltung eine Esterifizierung 
Platz greift, an welcher eine weit gréBere Phosphatmenge beteiligt ist als 
diejenige, welche gleichzeitig aus Pyrophosphat abgespalten wird. 


Zusammenfassung. 

Es mu angenommen werden, da  jodessigsiurevergiftet: 
Muskeln tuber die im Phosphagen enthaltene Menge hinaus eine 0,30 
bis 0,50 mg P,O;-Phosphagen aquivalente Energiemenge auszunutze 
vermégen. Eine Pyrophosphatspaltung ist nur bei starker Ermiidung 
und Kontrakturentwicklung wahrnehmbar. Die iiber die Phosphagen 
energiemenge hinaus ausgenutzte Energie darf nicht als eine eine 
Pyrophosphatspaltung herriihrende gelten. Eine Berechnung der Warme 
bildung aus den chemischen Umsiatzen ergibt (wie in normalen Muskeln) 
héhere Werte als diejenigen, welche den direkten Bestimmungen an 
Gastrocnemii von Hill entsprechen. Fiir einen Vergleich zwischen 
Versuchen an Gastrocnemii und Sartorii ist es nicht angangig, denselben 
Korrektionsfaktor fiir Einzelkontraktionen und Tetani in Anwendung 
zu bringen. In jodessigsiurevergifteten Muskeln schwankt die Phos- 
phagenspaltung wahrend eines Tetanus in gleicher Weise je nach de 
Temperatur wie die Warmebildung in normalen Muskeln. Bei niedrige: 
Temperatur fallt die Phosphagenspaltung zeitlich nicht mit der Ver- 
kiirzung zusammen. 25°, der Spaltung erfolgen in Gestalt eines Nach- 
zerfalls. Die Phosphagenspaltung ist ein typischer Restitutionsvorgang. 
Unter keinen Verhaltnissen ist in jodessigsiurevergifteten Muskeln 
eine anaerobe Phosphagenresynthese nachweisbar. Eine Pyrophosphat 
spaltung ist in vergifteten Muskeln, unter Verhaltnissen, wo die anaerobe 
Phosphagenresynthese in normalen Muskeln eine wohlausgesprochen 
ist, nicht nachweisbar. In normalen, mit Tetanus bei 2° gereizten 
Muskeln greift die Milchsaurebildung ausschlieBlich nach Erschlaffung 
Platz, Unter keinen Verhaltnissen ist es gelungen, einen Pyrophosphat- 
umsatz im AnschluB an Erschlaffung und anaerobe Phosphagen- 
resynthese in normalen Muskeln nachzuweisen. In Gastrocnemi! 
frisch gefangener, jodessigsiurevergifteter ungarischer Esculenten 
wurde als Durchschnitt von 57 Bestimmungen fiir Phosphagen ein 
Ruhewert von 1.81 mg P,O; pro Gramm und fiir Pyrophosphat cin 
Ruhewert von 0,68 mg P,O; pro Gramm gefunden. 
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Uber die Manganaufpahme der Pflanzen‘. 


Von 
Carsten Olsen. 
(Aus dem Carlsberg Laboratorium, Kopenhagen.) 
(Eingegangen am 7. Januar 1954.) 


Mit & Abbildungen im Text. 


Herrn Prof. Dr. Vald. Henriques 


an seinem 70. Geburtstag gewidmet. 


Kinleitung. 

Schon 1912 hat Bertrand gezeigt, daB Aspergillus niger nicht 
imstande ist, Conidien zu bilden, wenn er auf manganfreiem Nahrboden 
gezogen wird. Spater fand Mazé (1914), da Maispflanzen in Wasser- 
kultur geringe Mengen von Mangan zur normalen Entwicklung § be- 
nétigen; dieselbe Beobachtung wurde von Mc Hargue (1922). Schreiner 
und Dawson (1927) und Samuel und Piper (1929) an verschiedenen 
anderen héheren, griinen Pflanzen gemacht. 


Mit Ausnahme von Samuel und Piper haben die erwahnten Autoren 
das Wort ,,Chlorose** zur Bezeichnung der Krankheitssymptome gebraucht. 
die bei héheren griinen Pflanzen auftreten, wenn sie an Manganmangel 
leiden. AuBerdem haben eine Reihe anderer Verfasser (.We Lean und Gilbert, 
1925, Mc Lean, 1927, Gilbert, McLean und Hardin, 1926, Mc Harque, 1928, 
Mann, 1930) von ,,Chlorosen** bei verschiedenen Pflanzen gesprochen, die 
in kalkhaltigem Boden wuchsen. Diese Chlorosen konnten durch Zusatz 
von Manganosalzen zum Boden oder durch direktes Bespritzen der Blatter 
chlorotischer Pflanzen mit Manganosulfatlésung geheilt werden, wahrend 
Kisensalze die Krankheit nicht beeinfluBten. Die Verfasser haben aus diesen 
Versuchen geschlossen, daB die beobachteten Chlorosen nicht durch Eisen-. 
sondern durch Manganmangel verursacht seien; Haas (1933) dagegen kommt 
zu dem Resultat, daB Chlorose bei WalnuBbaumen auf Kalkgrund weder 
auf Eisen-, noch auf Manganmangel zuriickzufiihren sei. Andererseits 
kann man durch Zufuhr allzu reichlicher Mengen von Manganosulfat (50 mg 
pro Liter oder dariiber) bei Haferpflanzen in Wasserkultur Chlorose hervor- 
rufen (Rippel, 1922). Giftwirkung auf Pflanzen als Folge iibertriebener 
Zufuhr von Manganosalzen ist ferner von Ewell, 1902, Guthrie und Cohen, 
1910, Funchess, 1919, und Mec Hargue, 1923, beschrieben worden. 

Im Gegensatz zu den oben genannten Autoren behaupten Samuel und 
Piper, daB ,.Chlorose* nicht die rechte Bezeichnung fiir das Krankheitsbild 


! Eine Mitteilung mit ausfiihrlicheren experimentellen Angaben wird 
gleichzeitig in danischer und englischer Sprache in den ,.Comptes-rendus du 


Laboratoire Carlsberg’ als Bd. 20, Nr. 2. veréffentlicht. 





330 C. Olsen: 


sei, das sich bei Pflanzen einstellt, die an Manganmangel leiden; sole} 
Pflanzen bekommen niémlich nicht gelbe Blatter, sondern zeigen gan 
andere Symptome. So erscheinen bei Hafer namentlich in der untere: 
Halfte der Blattspreiten braune, dem Blattrand parallel verlaufende Streife: 
zugleich mit teilweisem Absterben des Mesophylls. Diese Krankheit- 
svymptome sind identisch mit den Symptomen einer anderen und woh! 
bekannten Pflanzenkrankheit, der sogenannten’ ,,Dérrfleckenkrankheit ° 
welche haufig Getreidearten, vor allem den Hafer, befallt, wenn sie aut 
kalkhaltigem Boden angebaut werden. Man hat frither geglaubt, daB di: 
Doérrileckenkrankheit durch giftige Humusstoffe verursacht werde, di: 
nach dem Kalken im Boden gebildet wiirden, und erst Samuel und Pip: 
haben darauf hingewiesen, daB diese Krankheit auf Manganmangel zuriick 
zufiihren sei, obwohl man schon lange gewuBt hat. daB Dérrfleckenkrankheit 
dureh Zufuhr von Manganosulfat zum Boden geheilt werden kénne. 


Da die Pflanzen unter der Dérrfleckenkrankheit, d.h. Mangan 
mangel, nur auf gewissen neutralen und alkalischen Bodentypen leiden 
nie aber auf saurem Boden, mu man annehmen, da die Wasserstoft 
ionenkonzentration des Bodens von wesentlicher Bedeutung fiir dic 
Leichtigkeit ist, mit der das Mangan den Pflanzen zuganglich ist 
MeGeorge (1924) hat denn auch Mangan nur in wasserigen’ Extrakten aus 
Bodenproben nachweisen kénnen, deren px-Wert unter 5,8 lag. War 
das pu der Bodenproben héher als 5,8, so lieB sich Mangan im wasserigen 
Extrakt nicht nachweisen. Ferner fand Mann (1930) bei wasserige: 
Extraktion von Boden mit dem py-Wert 5,0, daB 5 mg Mangan pro 
Liter Extrakt gelést wurden. Bei Zusatz steigender Mengen von Calcium 
carbonat zu diesem Boden nahm die wasserlésliche Manganmenge 
ab. Sojabohnen, die auf diesen Bodenmischungen gezogen wurden, 
enthielten Manganmengen, die mit steigendem Calciumcarbonatgehalt 
des Bodens gleichmaBig abnahmen. Die Pflanzen scheinen also das 
Mangan im allgemeinen aus saurem Boden in bedeutend gréBerer Menge 


aufzunehmen als aus neutralem oder basischem. 


In der Literatur finden sich zahlreiche Analysen des Mangangehalts in 
verschiedenen Pflanzenarten (siehe z. B. Bertrand und Rosenblatt, 1921. 
1922, und Linstow, 1929). Diese Analysen zeigen oft sehr bedeutende 
Variationen fiir dieselbe Pflanzenart von verschiedenen Standorten. Dik 
meisten Arten enthalten verhaltnisméiBig wenig Mangan (wenige mg aut 
100 g Trockengewicht). Als besonders manganreich wird Digitalis purpurea 
angefiihrt (9°, Mn,O,4 in der Asche, Wester, 1920), eine Pflanze, die ge- 
wohnlich auf saurem Boden vorkommt. Ferner wird hervorgehoben, dal 
die meisten unserer Waldbaéume besonders reich an Mangan sind [die Asche 
von Buchenblattern enthalt 11,3°, Mn,QO,, die von Birkenblattern 14,5° 
(Wolff, 1871) und die Asche der Tannenrinde sogar 40°, Mn,O, (Schroeder. 
1878)]. Da der Waldboden in weitaus den meisten Fallen stark sauer ist. 
liegt die Annahme nahe, daB der hohe Mangangehalt der Waldbaume in de! 
relativ hohen Wasserstoffionenkonzentration begriindet sei. Ist diese 
Annahme richtig, so miissen die auf basischem Boden (z. B. Kreideboden) 
gewachsenen Waldbaume natiirlich einen geringeren Mangangehalt zeigen. 
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Wasserptlanzen (Trapa natans, Zostera marina, Padina pavonia, 
Helodea canadensis, Vallisneria spiralis) enthalten im allgemeinen bedeutend 
mehr Mangan als Landpflanzen (Molisch, 1909, Perugek, 1919, Kiister, 1923, 
Willmann, 1928, Linstow, 1929). 

Im folgenden soll iiber eine Reihe von Untersuchungen iiber den 
Mangangehalt (in einer Anzahl von Fallen wurde auch der Eisengehalt 
bestimmt) der Blatter von verschiedenen wildwachsenden Pflanzen- 
arten berichtet werden, die im Freien auf Béden von verschiedener 
Wasserstoffionenkonzentration gesammelt wurden. AuBerdem wurden 
entsprechende Untersuchungen angestellt iiber den Mangan- und 
Eisengehalt der Blatter von Gerste und Buchweizen. Darauf folgt eine 
Reihe von Untersuchungen iiber den Eisen- und Mangangehalt von 
Wasserkulturpflanzen, gezogen in Nahrlésungen von verschiedenem 
pu-Wert. Ferner werden einige Wasserkulturversuche mit Mais, Gerste, 
Hafer und Wasserlinsen (Lemna polyrhiza) beschrieben, wobei diese 
Pflanzen teils in manganfreien Nahrlésungen, teils in Nahrlé6sungen mit 
steigendem Mangansulfatzusatz gezogen wurden.  Hieran schlieBen 
sich einige Analysen des Mangangehalts verschiedener Kulturpflanzen 
aus doérrfleckenkrankem Boden. Der Mangangehalt dieser Pflanzen 
wird mit dem von Pflanzen verglichen, die auf dérrfleckenkrankem 
Boden, welchem Manganosulfat zugefiihrt wurde, gewachsen waren. 


A, Die Wasserstoffionenkonzentration des Bodens und der Mangangehalt der 
Pflanzen. 

Das Pflanzenmaterial dieser Untersuchungen wurde, wie oben 
erwahnt, zum gréBten Teil im Freien gesamme!t, und es muBten daher 
unter den wildwachsenden Pflanzenarten solche gewahlt werden, die 
in der Natur auf Béden von sehr verschiedener Wasserstoffionen- 
konzentration vorkommen. Als Untersuchungsobjekte wahlte man die 
Pflanzenarten Holcus lanatus, Oxalis acetosella, Asperula odorata und 
Fagus silvatica, welche alle der oben genannten Bedingung geniigen, 
da sie sich sowohl auf dem sauersten wie auf dem starkst basischen 
Boden finden. Ferner wurde Mercurialis perennis in die Untersuchung 
einbezogen, obwohl diese Pflanzenart auf stark saurem Boden fehlt 
(auf Boden, deren py-Wert unter 4,9 lag, gliickte es nicht, die Pflanze 
zu finden), Das Material wurde im Sommer der Jahre 1930 und 1931 
in Nordseeland und Mittelseeland sowie auf Méen gesammelt. 

Zugleich mit der Einsammlung des Pflanzenmaterials wurden den 
Standorten Bodenproben zur Bestimmung des py-Wertes im Boden 
entnommen. 

Nur die Blattspreiten des gesammelten Pflanzenmaterials wurden zur 
Untersuchung benutzt, da diese Organe im allgemeinen viel reicher an Mangan 


und Eisen sind als die Blattstiele und Stengel. Die von den Stielen befreiten 


Blattspreiten wurden sofort nach der Heimkehr bei 85° zu konstantem 
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Gewicht getrocknet und sodann im Schwefelsdureexsikkator aufbewahrt 
bis die Bestimmung des Mangans (und eventuell des Eisens) vorgenommer 
werden konnte. 

Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentration des Bodens. Der py-Wert 
der Bodenproben wurde gleich nach der Heimkehr kolorimetrisch bestimmt. 
und zwar mittels der friiher von Olsen und Linderstrém-Lang (1927) be 
schriebenen Methodik. 

Die Manganbestimmung. Der zur Analyse abgewogene Teil des Pflanzen- 
materials wurde mit Séure verascht und das Mangan des Riickstandes mit 
Hilfe von Ammoniumpersulfat nach vorherigem Zusatz von Silbernitrat 
(siehe Scott, 1917, S. 267) zu Permanganat oxydiert. Sodann wurde die 
Permanganatmenge mit Hilfe eines Pulfrichschen Stufenphotometers 
kolorimetrisch bestimmt. 

Die Eisenbestimmung. Das Eisen wurde kolorimetrisch als Ferri- 
rhodanid béstimmt (siehe Scott, 1917, 8. 222) nach vorhergehender Saure- 
veraschung des zur Analyse bestimmten Pflanzenmaterials. 

Uber die Einzelheiten beider Verfahren vgl. C. r. Lab. Carlsberg 20, 
Nr: 2. 

Die in den Tabellen angefiihrten Zahlenwerte fiir Mangan und 
Eisen sind die Mittel aus je zwei Analysen, da in allen Fallen Doppel- 
bestimmungen ausgefiihrt wurden. 


Die Analysenresultate gehen aus Tabelle I hervor. 


Tabelle 1. 
Mangangehalt (bei der Buche auch Eisengehalt) in mg pro 100g 
Trockensubstanz in Blattern verschiedener Pflanzenarten, 
gesammelt an Standorten, deren Boden- py gleichzeitig bestimmt 





wurde. 
Py-Wert H- Wert Pu-Wert Pu-Wert 
des mg Mn P des mg Mn des mg Mn des mg Mn 
Bodens Bodens Bodens Bodens 


Holcus lanatus. 











41 162 5,2 39 6.0 | 28 7,7 2,2 
4,2 90 53 36 61 | 17 7,9 3,1 
4.5 70 5.4 43 6,5 15 8,2 4,0 
5.1 57 5.5 29 6.9 14 

Oxalis acetosella. 
43 120 4,9 69 5,6 32 6.5 17 
4.5 145 5,0 60 5,7 45 7.6 8,2 
4,5 100 5,0 41 5,8 25 7.6 10 
4.6 163 5.4 42 5,8 40 81 8.4 
4.8 129 5,5 47 59 30 

Asperula odorata. 
4.5 100 4,9 35 5,6 19 6,5 15 
4.6 122 5.0 28 5,7 22 8,2 7.1 
4,8 54 5.0 26 5.8 21 


pu-V 
de 


Bod 


3! 
4: 
4; 





pa-\ 
de 
Bod 


geri 
pro 
die} 
maf 
Pu -\ 
den 
gehe 
Man 
steis 
dies 
Pfla 
acet 
silve 
Fort 
fiir 


gege 


von 
falls 
doe! 
fiir | 
auf 
ver] 








ahrt 
mer 


Wert 


nmt. 


) be 


1zen- 
; mit 
itrat 


eaters 


erri- 
jure - 


20 


und 


pel- 


DO go 
en, 


imt 





Manganaufnahme der Pflanzen. 333 


pepe 


Tabelle lL. (Fortsetzung.) 























ay-Wert -Wert -Wert || 
ee mg Mn mg Fe sey mg Mn mg Fe sy mg Mn mg Fe 
Bodens Bodens Bodens 
Fagus silvatica. 
3,9 113 17 58 | 26 17 83 52 22.0 
4,2 91 31 6,5 25 12 8,4 3,1 8,7 * 
43 71 19 7.4 5,2 34 8,4 3,7 6,0* 
44 43 14 7,4 7,4 32 8,4 2,2 5,4* 
49 41 14 8,1 3,7 18 84 3,4 8,0 
5,0 45 13 8,3 6,1 $a" 8.5 2,0 6,3* 
5,4 30 18 8,3 3,5 4.27 8.5 3,0 CP Sg 
5.4 43 11 8,3 3.0 8,0* 
* Chlorotisch. 
-Wert -Wert dy- Wert -Wert 
on mg Mn se Oe mg Mn Pes mg Mn sy mg Mn 
Bodens Bodens Bodens | Bodens 
Mereurialis perennis. 
4.9 19 5.5 15 5,8 12 8,2 2 
5,1 18 5,6 11 5.9 10 8.3 2 
5.4 10 5,7 11 7.6 2 
Man sieht, daB der Mangangehalt der Blatter in allen Fallen sehr 


gering ist, wenn der py-Wert des Bodens iiber 7.0 liegt (unter 10 mg Mn 


pro 100g Trockensubstanz) und daB 
die Manganmenge stetig und verhaltnis- 
maBig gleichférmig mit abnehmendem 
pu-Wert des Bodens ansteigt. Auf 
den sauersten Béden kann der Mangan- 
gehalt der Blatter bis iiber 160 mg 
Mangan pro 100g Blatttrockensubstanz 
steigen. Bei graphischer Darstellung 
dieser Resultate erhalt man fiir die 
Pflanzenarten Holcus lanatus, Oxalis 
acetosella, Asperula odorata und Fagus 
silvatica Kurven von ungefahr gleicher 
Form. Als Beispiel hierfiir ist die Kurve 
fiir Holeus lanatus auf Abb. 1 wieder- 
gegeben. 

Der Mangangehalt der Blatter 


von Mercurialis perennis zeigt eben- 
falls gleichmaBiges Anwachsen mit abnehmendem pxy-Wert des Bodens, 
doch steigt die Kurve (Abb. 2) nicht annahernd so steil wie die 
fiir die anderen vier Pflanzenarten gefundenen Kurven: vgl. das Beispiel 
auf Abb. 1. Mercurialis perennis nimmt also unter gleichen Bedingungen 
verhaltnismaBig weniger Mangan auf als die iibrigen vier Pflanzenarten. 
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Abb. 1. 
Holeus lanatus von _ natiirlichen 
Standorten. Mangangehalt der 


Blitter bei verschiedener Wasser- 
stoffionenkonzentration des Bodens. 
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Im ganzen muB gesagt werden, da der Mangangehalt in den 
Blattern der untersuchten Pflanzen in hohem Grade von der Wasser 
stoffionenkonzentration des Bodens abhangt und daB dieser Faktor 
alle anderen Faktoren iiberwiegt, denen man diesbeziiglichen Einflus 
zuschreiben kénnte. Vergleichende Untersuchungen des Mangangehalts 
verschiedener Pflanzenarten, die, wie friiher erwahnt, in der Literatu 
zahlreich sind, haben daher au erst geringen Wert, wenn die Wasser 
stoffionenkonzentration des Bodens nicht beriicksichtigt wird, da de: 

Mangangehalt der Pflanzen von dei 
Wasserstoffionenkonzentration des 
— ++ Bodens mehr abhangt als von de1 
Art der Pflanze. 
ia An den Buchenblattern wurden, 
Mercurialis perennis von natiirlichen Stand- wie aus Tabelle I hervorgeht, auch 
orten. Mangangehalt der Blatter bei ver-  isenbestimmungen vorgenommen. 
schiedener Wasserstoffionenkonzentration “ 
des Bodens. Diese zeigen, dafS{ Buchenblatter 
von auf saurem Boden wachsenden 
Biumen mehr Mangan als Eisen enthalten, wahrend bei Baumen 
auf basischem Boden das Umgekehrte der Fall ist. Der Eisengehalt 
steht im tbrigen in keinerlei regelmaBigem Verhaltnis zum pu-Wert 
des Bodens, abgesehen davon, daf der geringste EKisengehalt in 
Blattern auftritt, die von auf so stark basischem Boden wachsenden 
Baumen stammen, wie man ihn in Waldern trifft, die auf Kreide- 
grund stehen. Ein Teil des auf diesen Standorten gesammelten 
Blattmaterials stammt von chlorotischen Buchen: dies ist in Ta- 
belle I durch einen Stern bei den betretfenden Eisenbestimmungen 
angemerkt. Es geht aus der Tabelle I hervor, daB die Chlorose 
kaum durch Manganmangel verursacht werden kann, da die Blatter 
chlorotischer Buchen bis zu 6,1 mg Mangan pro 100 g Trockensubstanz 
enthalten kénnen, wihrend die normalen griinen Baume so niedrige Werte 
wie 3,7 und 3,4 mg Mangan pro 100 g Blatttrockensubstanz aufweisen. 
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Der Ejisengehalt der Blatter von chlorotischen Buchen schwankt 
zwischen 5,4 und 8,7 mg pro 100 g Trockensubstanz, wahrend der Eisen- 
gehalt in den Blattern normaler, griiner Buchen zwischen 8 und 34 mg pro 
100 g Trockensubstanz liegt. Im Durchschnitt findet sich also weniger 
Eisen in den Blattern chlorotischer Buchen; doch enthielten die Blatter 
einer normalen griinen Buche nur 8 mg Eisen pro 100 g Trockensubstanz. 
wahrend unter den chlorotischen zwei sind, die 8 bzw. sogar 8,7 mg Eisen 
pro 100 g Trockenstoff enthielten. Ein absolut sicherer Beweis dafiir, dali 
die Chlorose auf Eisenmangel zuriickzufiihren ist, kann also aus dem vor- 
liegenden Material nicht gewonnen werden. Im iibrigen wird die Frage 
nach der Natur der Chlorose im folgenden behandelt werden (siehe 8. 339). 


AuBer den hier besprochenen Untersuchungen iiber den Mangan- 
gehalt von Blattern verschiedener im Freien gesammelter Pflanzenarten 
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wurden auch Mangan- und Eisenbestimmungen in Blattern von Gerste 
(Hordeum distichum, Tystofte prentice) und Buchweizen (Fagopyrum 
sagittatum var. argenteum) vorgenommen. Das Material zu diesen 
Untersuchungen stammte von einigen im Jahre 1924 ausgefiihrten 
opfversuchen tiber das Wachstum dieser 
beiden Pflanzenarten in Béden von ver- 
schiedener Wasserstoffionenkonzentration. 
Diese Versuche sind frither ausfihrlich 
beschrieben worden (Olsen, 1925); hier 
sei bloB erwaihnt, daB zu diesen Versuchen 
ein stark saurer Sandboden (pu = 4,0) 
verwendet wurde, dessen pxu-Wert durch 
Zusatz steigender Mengen von Calcium- 
carbonat innerhalb des px-Bereiches 4 bis 
8 variiert wurde. Das Resultat der Man- 
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gan- und Eisenanalysen ist mit dem pu- 
Wert! des Bodens und dem relativen 
Trockengewicht der Pflanzen in Tabelle I] Abb. 3. 
zusammengefaBt. Kine graphische Dar- tte Sconces 
stellung des Mangangehalts im Verhaltnis ter bei verschiedener Wasser- 
zum pu-Wert des Bodens zeigt am Bei- ste@lonenkensentention Ger Redo. 
spiel des Buchweizens Abb. 3. Man sieht, 

da der Mangangehalt der Blatter auch dieser Pflanzen mit ab- 
nehmenden pxy-Wert des Bodens stetig und regelmaBig ansteigt. Die 
fir den Buchweizen geltende Kurve ist jedoch steiler und erreicht fiir 


BDH 


> 
*: 
| 
try h 
| 
| 
} 
m=} 
| 
| 


| / 


Tabelle IL. 
Mangan- und Ejisengehalt von Gerstenblattern (Hordeum disti- 
chum) und Buchweizenblattern (Fagopyrum sagittatum), an- 
gebaut auf Boden von verschiedenem py-Wert. 





Gerste Buchweizen 


Py-Wert 
des 
Bodens 


relatives mg Mn pro” mg Fe pro relatives mg Mn pro mg Fe pro 

Trocken- 100 g Blatt- 100g Blatt- Trocken- 100 g Blatt- 100g Blatt- 

gewicht Trocken- Trocken- gewicht Trocken- Trocken- 
der Pflanzen substanz substanz der Pflanzen substanz substanz 


38 12 SY 215 40 
19 14 96 36 62 
18 10 YY 14 41 
14 13 100 i) 51 
100 7 17 85 4 51 


! Die in der Tabelle II angefiihrten kolorimetrisch gemessenen py- 
Werte sind ebenso wie die py-Werte der Tabelle | mit Hilfe der von 
Olsen und Linderstrém-Lang (1927) ausgearbeiteten WKorrektionskurve 
korrigiert und daher nicht ganz identisch mit den Zahlen der oben zitierten 
Abhandlung (Olsen, 1925), welche diese Korrektur nicht erhalten haben. 
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den sauersten Boden viel héhere Manganwerte (215 mg pro 100 g Blatt- 
trockensubstanz), als dies bei der Gerste der Fall ist. Im iibrigen 
zeigen die Gerstenblatter einen verhaltnismaBig geringen Eisengehalt 
und bei den aus sauren Bodenmischungen stammenden Pflanzen ist 
die Manganmenge gréBer als die Eisenmenge. Die Blatter des Buch- 
weizens enthalten wesentlich mehr Eisen und nur in den Pflanzen aus 
dem sauersten Boden ist die Manganmenge gréBer als die Eisen- 
menge. Der Eisengehalt der Blatter scheint auch bei diesen Pflanzen 
in keinem regelmaBigen Verhaltnis zum pu-Wert des Bodens zu stehen 


B. Der Mangan- und Eisengehalt von Pflanzen, die in Wasserkultur in Nahr- 
lésungen von verschiedenem py-Wert gezogen wurden. 

Wenn nun die Pflanzen, wie im vorhergehenden gezeigt, mit 
steigender Wasserstoffionenkonzentration des Bodens mehr und mehr 
Mangan aufnehmen, so ist dies vermutlich vor allem auf den Umstand 
zuriickzufiihren, da8 die in der Bodenfliissigkeit geléste Manganmenge 
um so gréBer wird, je geringer der px-Wert des Bodens ist. In Wasser- 
kulturen liegen die Verhaltnisse indessen wesentlich anders als im Boden, 
da das als Manganosulfat zugesetzte Mangan in der Nahrlésung voll- 
standig léslich ist, zumindest in den Konzentrationen, die bei Wasser- 
kulturversuchen in Betracht kommen, und mit steigendem px-Wert 
der Nahrlésung nicht, wie das beim Eisen der Fall ist!, ausfallt. Man 
hat daher keinen Grund, von vornherein anzunehmen, da8 die Pflanzen 
in Nahrlésungen von verschiedenem py-Wert, doch mit der gleichen 
Konzentration an Manganosulfat, aus der sauren Nahrlésung die 
groBte Manganmenge aufnehmen sollten, und dies ist denn auch, wie 
wir im folgenden sehen werden, nicht der Fall. 

Zu den Wasserkulturversuchen, die in einem Glashaus ausgefiihrt 
wurden, benutzte man eine Nahrlésung, welche pro Liter enthielt: 

0,60 g Ca(NO,),, 4 H,0, 
0,20 ¢ MgSO, 7H,0, 
0,15 g KNO,, 
0,15 ¢ KH,PO,, 
0,25 mg H,BO,, 
0,25mg ZnSO, 7 H,O, 
7,00 mg Fe als FeCl, *. 
Das Mangan wurde als Manganosulfat, MnSO,, 4 H,O, zugesetzt. 


Die Nahrfliissigkeiten wurden zu den Versuchen mit Lemna polyrhiza 
und Zea mays mit glasdestilliertem Wasser bereitet, zu den tibrigen Ver- 


' Nur wenn das Mangan zu héheren Valenzstufen oxydiert wird, kann 
es aus den Nihrlésungen gefallt werden; dies wurde jedoch innerhalb der 
Dauer der Wasserkulturversuche nicht beobachtet. — * Bei den Ver 
suchen mit Lemna polyrhiza wurde jedoch Ferricitrat als Eisenquelle 
verwendet. 
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uchen mit Leitungswasser'. Die Pflanzen wurden, mit Ausnahme von 
Lemna, in glasierten Tontépfen gezogen, die je 5 Liter Nahrlésung faBten. 
In jedem Topf wurden vier Pflanzen gezogen, zu welchem Zwecke die 
Tépfe mit galvanisierten Eisendeckeln mit je vier runden Bohrungen ver- 
sehen waren. Wahrend der Dauer des Versuchs wurde Luft durch die 

Nahrlésungen gepumpt. 
Der py-Wert der Nahrl6sungen wurde durch Zusatz von Schwefelsaure 
oder Natronlauge variiert, taglich kontrolliert und, wenn nétig, mit den- 
5, 
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Abb. 4. Abb. 5. 
Mangangehalt der Blatter von Sinapis alba, Mangangehalt der Blitter von 
Hordeum distichum und Zea mays, gezogen in Hordeum distichum und Sinapis 
Nahrliésungen von verschiedenem py -Wert. alba, gezogen in Wasserkultur in 
Die oberste Kurve zeigt den Mangangehalt von Na&hrlésungen von verschiedenem 
Lemna polyrhiza (gauze Pflanzen), in Wasser- pa-Wert. Die Nahrlisungen ent- 
kultur gezogen in N&ahriésungen von ver- hielten 2mg MnSO,, 4H,0O pro 
schiedenem Py-Wert. Liter. 
Die N&hrlésungen enthielten 0,7 mg MnSO,, 
4 H,0 pro Liter. 











— 


selben Reagenzien korrigiert. Die Versuchsdauer war in der Regel etwa 
1 Monat und die Nahrlésungen wurden wahrend dieser Zeit ein- bis 
zweimal gewechselt. 

Lemna polyrhiza wurde in Kristallisierschalen gezogen. die '/, Liter 
Nahrlésung enthielten. Diese wurde ungefahr alle 5 Tage gewechselt, um 
allzu lebhafte Algenentwicklung in der Fliissigkeit zu vermeiden. Bei 
Versuchsbeginn wurden in jede Schale zehn Pflanzen eingefiihrt. Die 
iibrigen Pflanzen wurden auf Kies keimen gelassen und dann in die Wasser- 
kulturen iiberfiihrt. 


Bei Wasserkulturversuchen mit Gerste (Hordeum distichum?), 
Mais (Zea mays), Senf (Sinapis alba) und Lemna polyrhiza, gezogen in 
Nahrlésungen mit 0,7 mg MnSQ,, 4 H,O pro Liter, zeigte es sich, daB 
das Mangan bei allen vier Pflanzenarten in gréBter Menge aus den 
Nahrlésungen aufgenommen wurde, deren pa-Wert zwischen 6 und 7 
lag (siehe Tabelle I[T und Abb. 4). Bei niedrigeren sowohl als bei héheren 
pu-Werten wurde weniger Mangan aufgenommen. 


' Im Leitungswasser konnte, selbst nach Eindampfen von mehreren 


Litern, kein Mangan nachgewiesen werden. — ? Bindergerste. Diese Gersten- 
rasse wurde auch zu allen im folgenden beschriebenen Versuchen verwendet. 
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Tabelle IIT (und Abb. 5) zeigt auch das Resultat der Wasserkultur- 
versuche mit Gerste und Senf, bei welchen eine héhere Konzentration 
von Manganosulfat angewendet wurde, namlich 2 mg MnSO,, 4 H,O 
pro Liter. Bei diesen Versuchen haben die Pflanzen iiberall bedeutend 
mehr Mangan aufgenommen als bei den vorhergehenden Versuchen, 
aber die gréBte Manganmenge wird doch auch hier den Nahrlésungen 
entnommen, deren pu-Wert zwischen 6 und 7 liegt. Ferner geht aus 
den Abb. 4 und 5 hervor, da die verschiedenen Pflanzenarten ver- 
schieden groBe Manganmengen aufnehmen, Lemna polyrhiza z. B. be- 
deutend mehr als Mais, Gerste und Senf (Abb. 4). Kigentimlich ist 


es, daB Senf aus Nahrlésungen mit 0,7 mg Manganosulfat pro Liter 


weniger Mangan aufnimmt als Gerste, waihrend bei einem Gehalt der 
Nahrlésung von 2 mg Manganosulfat pro Liter das Verhaltnis um- 
gekehrt ist. 

Die Pflanzen von Wasserkulturversuchen enthalten in den aller- 
meisten Fallen weitaus mehr Eisen als Mangan (Tabelle IIL) und nur 
die Gerste erreicht in der Nahrlésung vom px 6,5 bei der Mangano- 
sulfatkonzentration 2 mg pro Liter einen Mangangehalt der Blatter, 
der ebenso groB ist wie der Eisengehalt. Im iibrigen scheint der EKisen- 
gehalt der Pflanzen in keinem bestimmten regelmaBigen Verhaltnis 
zum pu-Wert der Nahrlésungen zu stehen; doch findet sich der gréBte 
Kisengehalt in der Regel in Pflanzen, die in den sauersten Nahrlésungen 
gewachsen sind. Eine Ausnahme bildet der Mais. 

Lemna polyrhiza nimmt, wie Tabelle LI] zeigt, sehr groBe Kisen- 
mengen auf. Dies ist fiir alle Lemnaarten charakteristisch (siehe 
Linstow, 1929). 


Mit Ausnahme von Lemna erhielten die Versuchsptlanzen als Eisen- 
quelle Ferrichlorid. Dieser Umstand hat bei Mais AnlaB zu einem 
speziellen Verhalten gegeben, das eigens besprochen werden muB. Die 
Maispflanzen (siehe Tabelle LIL) wurden niamlich in den Nahrlésungen 
vom py-Wert 6 und 7 chlorotisch, nicht dagegen in den tibrigen Nahr- 
lésungen, also auch nicht in der Nahrlésung vom py-Wert 8 (siehe Abb. 6). 
Die Trockensubstanzproduktion war daher wesentlich geringer bei py 6 
und 7 als bei py 3.6, 5,0 und 8,0 (Tabelle IIL). Hieraus ergibt sich eine 
zweigiptlige py-Wachstumskurve. Dieses eigentiimliche Verhalten ist auch 
bei mehreren anderen Pflanzenarten beobachtet worden, namentlich bei 
Lemna polyrhiza. Wird statt Ferrichlorid Ferricitrat als Kisenquelle gegeben, 
oder den Nahrlésungen Humusextrakt zugesetzt, so bleibt die Chlorose 
aus (siehe auch Olsen, 1929), eine eingipflige Wachstumskurve erscheint 
und der Eisengehalt der Blatter erweist sich gréBer als bei Anwendung von 
Ferrichlorid als Eisenquelle. Die Chlorose scheint somit durch EKisenmangel 
verursacht zu sein, gleichwohl enthielten aber die chlorotischen Mais- 
pflanzen, die sich in den FeCl,-haltigen Nahrlésungen vom py 6 und 7 
entwickelt hatten, mehr Eisen als die normal griinen Maispflanzen, die in 
Nahrlésungen von py 8 gezogen worden waren. Im Zusammenhang hiermit 
sei erwahnt, daB mehrere Forscher gefunden haben, daB die Blatter chloroti- 

99* 
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scher Fruchtbaume oft ebenso viel oder mehr Eisen enthalten als dir 
Blatter normal griiner Baume (Gilbert, MeLean und Hardin, 1926, Ose? 
kowsky, 1932). Dennoch scheint Eisenmangel die Ursache der Chloros: 
zu sein, denn diese kann geheilt werden, entweder durch Bespritzen de: 
Blatter chlorotischer Baume mit Ferrosulfatlésungen, oder durch Injektion 
von Eisensalzlosungen in die Baumstaimme, oder sogar dadurch, daB- man 
eine passende Anzahl von Nigeln in die Stémme schlagt (burke, 1932). 


6 8 Pu 
Abb. 6. 
Zea mays in Wasserkultur in Nahrlisungen von verschiedenem Py-Wert. In den Nahrldsunger 
vom py-Wert 6 und 7 waren die Pflanzen chlorotisch; in den iibrigen Nihrlésungen hatten 
die Pflanzen normale griine Blatter. 


Wallace und Mann (1926) haben ferner gefunden, dafB die Aschen- 
bestandteile der Blatter chlorotischer Baume anders zusammengesetzt 
sind als die Aschenbestandteile der Blatter nichtchlorotischer Baume und 
daB jene eine weit gréBere Aschenmenge enthielten als diese. Das letztere 
Verhalten ist vielleicht die primare Ursache der Chlorose, denn es ist wahr- 
scheinlich, daB aut Kalkboden wachsende Pflanzen dazu gezwungen sind. 
gewisse anorganische Stoffe (u. a. Calcium) in gréBerer Menge aufzunehmen 
als fiir die Pflanze normal ist, und dab die Pflanze zur Vermeidung der 
Chlorose unter solchen Verhaltnissen relativ mehr Eisen braucht als sonst. 
Ist diese Annahme richtig, so ist es nicht merkwiirdig, daB eine chlorotische 
Pflanze mehr Eisen enthalten kann als eine nichtchlorotische, da es in 
diesem Falle nicht auf den absoluten Eisengehalt der Pflanze ankommt, 
sondern auf den Eisengehalt im Verhaltnis zu einem oder mehreren der 
anderen anorganischen Bestandteile. Diese ganze Frage beriihrt indessen 
nicht die Manganaufnahme der Ptlanzen, welche keine direkte Verbindung 
mit der Chlorose zu haben scheint, und das Problem soll daher nicht hier, 
sondern in einer anderen Publikation ausftihrlich behandelt werden. 


C. Der Mangangehalt von Pflanzen, die in manganfreien Ndhrlésungen und 
in Ndhrlésungen mit steigender Konzentration an Manganosulfat gezogen 
wurden. 

Aus einem Vergleich der Abb. 4 und 5 geht hervor, daB die Kon- 
zentration des Manganosulfats in der Nahrlésung von groBer Bedeutung 
fiir die Manganmenge ist, die von der Pflanze aufgenommen wird. 
Es wurden nur verhaltnismaBig wenige weitere Versuche tuber diesen 
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Gegenstand vorgenommen (siehe Ta- 
belle IV), da die Untersuchung ur- 
spriinglich nicht auf das Studium 
dieses Verhaltens zugeschnitten war. 
Zusammen mit den im vorhergehenden 


Avena sativa 


beschriebenen Versuchen zeigt das Ma- 


Nahrlésung und 


terial jedoch mit ausreichender Deut- 
lichkeit, daB die von den Pflanzen auf- 
genommene Manganmenge mit steigen- 
der Konzentration des Manganosulfats 
in der Nahrl6sung betrachtlich wachst 
(Abb. 7). Das Versuchsmaterial umfaBt 


Zea mays 


mangantreier 


auch Versuche, die mit Lemna polyrhiza, 
Gerste, Mais und Hafer (Avena sativa)! 


in manganfreien Nahrlésungen ange- 
stellt wurden. Die Eisenquelle war bei 
Lemna Ferricitrat. Dieses wurde aus 
Ferriammoniumsulfat (das in der Regel 


Hordeum distichum 


absolut manganfrei ist) und Citronen- 
siure hergestellt, da das vorhandene 


in Wasserkultur 


Ferricitrat Spuren von Mangan ent- 
hielt. Bei den iibrigen Pflanzenarten 
war die Eisenquelle Ferriammonium- 


Mangan- und Eisengehalt jedoch auf die gesamte Pflanzenmasse 


sulfat und nicht wie sonst Ferrichlorid. 


verschiedenen Mengen Manganosulfat. 


gezogen 


da auch dieses Eisensalz Manganspuren 
enthielt. 
Gerste und Mais entwickelten sich 


0,25 


Lemna polyrhiza 


mit 


0.0 


in den manganfreien Nahrlésungen nur 


Trockengewicht, 


schlecht. Chlorose trat nicht ein, da- 
gegen zeigten die Pflanzen bald weib- 
liche, dem Blattrand parallellaufende, 
unterbrochene Streifen, die spater 
braunlich wurden: schlieBlich welkten 
die untersten Blatter ganz ab (siehe 
Abb. 8). 

Der Hafer, der in manganfreier 
Nahrlésung vom pu-Wert 5 bzw. 8 ge- 
zogen wurde, zeigte anfangs besseres 
Wachstum, aber schlieSlich traten auch 
hier die charakteristischen Symptome 
der Dérrfleckenkrankheit auf, indem 


Pftlanzenarten, 
aben fiir 


or 
4 


An 


Nahrlésungen 


mg MnSO,4, 4H,0O pro Liter Nahrlésung 
* Bei Lemna beziehen sich die 


lrockengewicht pro Pftlanze* in g 
mg Mn pro 100 ¢ Blatttrockensubstanz * 


Mangangehalt verschiedener 


1 Gelber Naesgaard-Hafer. 
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das Mesophyll stiickweise abstarb. Die bei py 5 und 8 gezogenen 


Pflanzen zeigten im Aussehen keinen wesentlichen Unterschied. 

Die Pflanzen von Lemna polyrhiza wurden in der manganfreien 
Nahrlésung allmahlich braun, Teile der Sprossen starben ab und das 
Wachstum hérte auf!. Mit steigender Konzentration von Manganosulfat 
: in der Nahrlésung? wurden steigende 





8 


Manganmengen aufgenommen (‘l'abelle 4. 


& 


Abb. 7). Bei einem Gehalt von 2,5 mg 


> 
S 


Manganosulfat pro Liter Nahrlésung_ er- 
reichten die Pflanzen einen Mangangehalt 


& 


von 50mg pro 100g Trockensubstanz: 


=e eS 


aber die Trockensubstanzproduktion war 
pat reringer als in den Nahrl6sungen, die nur 
4 Sinapis 6 bs aml : “i ; 

“py=65 0,70 und 0,25 mg Manganosulfat pro Liter 
Hordeum enthielten. Schon bei einer Konzentration 


von 2,5 mg Manganosulfat pro Liter be- 





mg Mn je 100g Trockensubstanz 
i SS 


ginnen also die giftigen EKigenschaften des 
Mangans sich geltend zu machen. 
Ubrigens enthielten Pflanzen von Lemna 
polyrhiza, die in einem Teich des Schlof- 
parkes von Frederiksborg gesammelt worden 
red waren, 186mg Mangan pro 100 g Trocken- 
Wasserkulturversuch. Ein- Substanz, also beinahe viermal soviel wie 
fluider Manganosulfatkonzen- die manganhaltigsten Pflanzen im oben 
tration auf den Mangangehalt = Jjasehriebenen Versuch. Das Teichwasser 
der Pflanzen. ei aye 
des natiirlichen Standorts der Pflanzen 
hatte den py-Wert 7,0 und enthielt 0,2 mg 
Mangan und | mg Eisen pro Liter. Hieraus geht mit groBer Deutlichkeit 
hervor, daB die von den Pflanzen aufgenommene Manganmenge nicht 
nur vom py-Wert und der Mangankonzentration des Wassers abhingt. 
sondern auch von der Menge der tibrigen im Wasser gelésten Stoffe *. 
Das Teichwasser enthielt zwar weniger Mangan als die Nahrlésungen 





1 Lemna polyrhiza braucht also, wie alle bisher untersuchten Pflanzen. 
Mangan zu ihrer normalen Entwicklung. Dies wurde seinerzeit von Clark 
und Fly (1930) bestritten; die Auffassung dieser Autoren wurde indessen 
spiter in drei verschiedenen Publikationen widerlegt (Hopkins, 1931, 
McHargue und Calfee, 1932, Clark, 1933). — ? Der py-Wert der Nahr- 
lésungen war iiberall 7,0, wie er fiir das Wachstum von Lemna am giinstigsten 
ist. Clark (1926) gibt zwar einen py-Wert von 5,0 als fiir das Wachstum 
von Lemna optimal an, doch gilt dies nur mit Ferrichlorid als Eisenquelle, 
indem man in diesem Falle zwei Wachstumsoptima erhalt, eines beim py- 
Wert 5,0 und eines beim py-Wert 8,0 (vgl. S. 339). — *® Dies gilt im 
iibrigen nicht nur fiir Mangan. sondern sicher ganz allgemein fiir Elektro- 
lyte. Hoagland, Davis und Hibbard (1928) fanden z. B., daB die Menge der 
von Nitella aufgenommenen Bromionen nicht nur von der Bromionen- 
konzentration der Nahrlésung abhangig war, sondern auch von der Konzen- 
tration der iibrigen in den Nahrlésungen vorhandenen Ionen und von deren 
Mengenverhaltnissen. 
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der Versuche. aber die Menge der tibrigen gel6sten anorganischen Stofte 
war auBerordentlich klein, so daB also das Mangan einen verhaltnismaBig 
croBen Teil der im Teichwasser gelOsten anorganischen Bestandteile aus 
machte. Es muB daher hervorgehoben werden, dafi die von den Pflanzen 
in den oben beschriebenen Versuchen aufgenommenen Manganmengen nur 
fir die gegebenen Versuchsbedingungen gelten. Wird die Zusammen- 
setzung der Nahrlésungen gedindert. so andert sich die von den Pflanzen 
aufgenommene Manganmenge, selbst wenn die Manganosulfatkonzentration 


Abb. &. 


Wasserkulturversuch. Hordeum distichum aus manganfreien Nahrlisungen (links) und aus 
Nahrlisungen, die 2mg MnS0O,, 4H,0O pro Liter enthielten (rechts). Qyy-Wert der Nabr- 
losungen = 8,0. 


gleich bleibt. So z. B. nehmen die Pflanzen verhaltnismaBig weniger Mangan 
auf, wenn man als Stickstotfquelle Ammoniak statt Salpetersdéure ver- 
wendet. Gerstenpflanzen, die sich in Nahrlésungen vom py-Wert 6 bzw. 7 
entwickelt hatten, enthielten 9 mg Mangan pro 100 g Blatttrockensubstanz 
(Tabelle Ill) bei Verwendung von Nitraten als Stickstoffquelle, dagegen 
nur 2.3mg Mangan pro 100 g¢ Blatttrockensubstanz, wenn Ammoniumsalze 
als Stickstoffquelle dienten. In beiden Fallen war der Gehalt der Néahr- 
ldsung an Manganosulfat der gleiche, namlich 0,7 mg pro Liter. 


Die in manganfreien Nahrlésungen gezogenen Pflanzen (‘Tabelle LV) 
enthielten natiirlich nur sehr wenig Mangan!, namlich 0.3 bis 0.6 mg 
Mangan pro 100g Blatttrockensubstanz. Zum Vergleich sind in Ta- 


belle V einige Manganbestimmungen angefiihrt, die an Pflanzen vor- 
genommen wurden, welche sich auf dérrfleckenkrankem Boden ent- 
wickelt hatten, d. h. auf Boden, in dem Hafer Svmptome von Déorr- 
fleckenkrankheit zeigt. Das Material stammt von der Versuchsstation 
Studsgaard, wo verschiedene Pflanzenarten auf dérrfleckenkrankem 


1 Kine Ausnahme bildet Lemna. wobei man sich aber daran erinnern 
muB, daB mit den zehn Pflanzen (= etwa 10mg Trockensubstanz), die in 
die Glasschalen eingefiihrt wurden, auch eine nicht ganz unbedeutende 
Menge Mangan eingefiihrt worden war. Die Pflanzen wurden néamlich 
dem Teich im SchloBpark von Frederiksborg entnommen und enthielten, 
wie frither (S. 342) erwaihnt, 186mg Mn pro 100g Trockensubstanz. 
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Tabelle V. 
Mangangehalt von Pflanzen aus doérrfleckenkrankem Boden 
teils von unbehandelten Arealen, teils von solechen, die vo: 
der Aussaat mit Manganosulfat bestreut worden waren. 


Die Zahlen bedeuten mg Mn pro L100 g¢ Trockensubstanz. 
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Boden angebaut wurden, und zwar teils auf unbehandelten Arealen, 
teils auf solchen, die vor der Aussaat mit Manganosulfat bestreut 
worden waren. Aus der Tabelle V geht hervor, daB der Mangangehalt 
der Blatter von Gerste und Hafer aus dérrfleckenkrankem Boden von 
gleicher GréBenordnung ist, wie der Mangangehalt der Blatter derselben, 
in manganfreien Nahrlésungen gezogenen Pflanzenarten (Tabelle IV). 

Die Pflanzen von den Parzellen, wo dem Boden Manganosulfat 
zugefiihrt worden war, haben wesentlich mehr Mangan aufgenommen. 
Das gleiche gilt fiir Leguminosen, doch enthalten diese durchgehends 
mehr Mangan in den Blattern und kénnen also selbst aus dérrflecken- 
krankem Boden mehr Mangan aufnehmen als Gerste und Hafer. 

Die kleinste Manganmenge, die Samuel und Piper (1929) in normalen 
Pflanzen von algerischem Hafer gefunden haben, war 1,4 mg Mangan 
pro 100 g Trockensubstanz. War der Mangangehalt geringer, so waren 
die Pflanzen dérrfleckenkrank. Die Zahlen von Samuel und Piper 
beziehen sich indessen auf einen Durchschnitt aus der ganzen Masse 
der Pflanzen und kénnen daher nicht direkt mit den in Tabelle V an- 
gefiihrten Zahlen verglichen werden. 


Diskussion. 


Als Resultat der Untersuchung ergibt sich, daB Landpflanzen, die 
unter natiirlichen Verhaltnissen wachsen, mit steigender Wasserstoff- 
ionenkonzentration des Bodens steigende Mengen von Mangan auf- 
nehmen. Pflanzen, die auf stark saurem Boden wachsen, enthalten 
sogar weit mehr Mangan als Eisen. Gezogen in Wasserkultur in Nahr- 
lésungen von verschiedenem py-Wert, aber mit gleichem Gehalt an 
Manganosulfat, nehmen die Pflanzen dagegen am meisten Mangan aus 
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den Nahrlésungen vom px 6 bis 7 auf, und geringere Mengen sowohl 
aus sauren wie aus alkalischen Nahrlésungen. Ferner steigt die von 
den Pflanzen aufgenommene Manganmenge stark mit = steigendem 
Gehalt der Nahrlésung an Manganosulfat. Dieses letztgenannte Ver- 
halten mu sich unter den natirlichen Bedingungen des Bodens am 
starksten geltend machen, denn die Tatsache, daB die Pflanzen die 
eroBte Manganmenge aus dem sauersten Boden aufnehmen, kann nur 
auf den Umstand zuriickgefiihrt werden, daB die Konzentration des in 
der Bodenfliissigkeit gelésten Mangans mit steigender Wasserstoffionen- 
konzentration des Bodens ebenfalls steigt. Dieses geléste Mangan liegt 
wahrscheinlich als Manganoion vor, indem Manganosalze zwar in saurer 
Lésung bestandig sind, nicht dagegen in neutraler oder basischer, wo 
das Mangan allmahlich zu Mangandioxyd oxydiert wird. In neutralem 
oder basischem Boden, aus welchem die Pflanzen nur auBerst geringe 
Mengen von Mangan aufnehmen k6énnen, findet sich daher dieses 
Klement vermutlich in Form des unléslichen Mangandioxyds. 

Die Kulturpflanze, die am leichtesten an Manganmangel leidet, 
wenn sie auf basischem Boden wachst, ist der Hafer; zumindest kommt 
hier der Manganmangel dadurch deutlich zum Ausdruck, daB das 
bekannte, als Dérrfleckenkrankheit bezeichnete Krankheitsbild — er- 
scheint. Doch leidet der Hafer nicht auf jedem Boden, dessen py-Wert 
oroBer als 7 ist. an Dérrfleckenkrankheit, und es scheinen bei den basi- 


schen Bodentypen wesentlich die Lagerungs- und Feuchtigkeitsverhalt- 
nisse des Bodens dafiir entscheidend zu sein, ob Dérrfleckenkrankheit 


eintritt oder nicht. So wird der Hafer leichter auf Sandboden von der 
Dérrfleckenkrankheit befallen als auf Lehmboden, und leichter auf 
trockenem als auf feuchtem Boden. Ferner beobachtet man zuweilen 
auf ,,dérrfleckenkrankem Boden‘, daB die Pflanzen an Stellen, an denen 
die Erde fest zusammengepreBt ist, z. B. dort, wo ein Wagen tiefe 
Radspuren auf dem Felde hinterlassen hat, nicht an Dorrflecken- 
krankheit leiden. Alle diese Beobachtungen weisen darauf hin, daB 
es die gréBere oder geringere Zutrittsméglichkeit fiir Sauerstoff ist, die 
auf basischem Boden das Eintreten der Doérrfleckenkrankheit  ent- 
scheidet. Wird durch Zusammenpressen der Erde oder durch reichliche 
Wasserzufuhr zum Boden der Sauerstoffzutritt erschwert, so eréffnet 
sich die Méglichkeit der Bildung geringer Mengen von Manganosalzen, 
die von den Pflanzen aufgenommen werden kénnen. 

DaB Wasserpflanzen, wie z. B. die Lemnaarten, oft groBe Mengen 
von Mangan enthalten, selbst wenn sie in Gewassern wachsen, wo der 
pu-Wert des Wassers 7 oder dariiber ist, mu$ gleichfalls darauf zuriick- 
gefiihrt werden, daB sich kleine Mengen von Manganosalzen im Wasser 
finden, weil dieses ungeniigende Mengen von Sauerstoff enthalt. Viele 
Teiche erhalten ihr Wasser aus Quellen, die wenig oder gar keinen 
Sauerstoff enthalten, und auBerdem liegen oft am Grunde von Wald- 
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teichen, in denen Lemna vorkommt, groBe Mengen von welkem Laub, 
das langsam unter Sauerstoffverbrauch abgebaut wird und damit das 
Wasser sauerstoffarm macht. 

Die Verhaltnisse, die in Waldteichen herrschen, miissen sich in 
noch héherem Grade in Siimpfen und Mooren geltend machen, nament- 
lich auf Standorten, wo sich beim Abbau abgestorbener Pflanzenteile 
Wasserstoff, Methan oder ahnliche Gase entwickeln, da in solchem 
Boden der Sauerstoff vollstandig fehlen kann. Im Sumpf- und Moor- 
boden miissen die Manganosalze selbst bei neutraler oder basischer 
Reaktion des Wassers bestandig sein, und die Pflanzen miissen daher 
Zur Be- 
kraftigung dieser Vermutung war es nétig, Material zur Untersuchung 


verhaltnismaBig groBe Manganmengen aufnehmen kénnen. 


des Mangangehalts der Sumpf- und Moorpflanzen einzusammeln, da 
sich in der Literatur keine Bearbeitung dieser Frage fand. 

Das Resultat dieser Untersuchung geht aus Tabelle VI hervor 
welche zeigt, daB die Blatter der Sumpf- und Moorpflanzen! bedeutende 
Manganmengen enthalten, obgleich sich die Pflanzen in neutralem oder 
basischem Medium entwickelt haben. In den allermeisten Fallen ist 
der Gehalt an Mangan gréBer als der an Eisen. Tabelle VI. 

Bei einem Manganosulfatgehalt von 2,5 mg pro Liter Nahrlésung 
wurden, wie friiher erwahnt, Giftwirkungen an Lemna polyrhiza beob- 


Tabelle VI. 
Mangan- und Eisengehalt von Sumpf- und Moorpflanzen, ge- 
sammelt an verschiedenen Standorten in Nordseeland. 
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achtet, indem deren Wachstum gehemmt war. Die Giftigkeit des 
Mangans spielt méglicherweise als pflanzenverteilender Faktor eine 
Rolle in der Natur. Die groBen Manganmengen, welche Pflanzen, die 
auf stark saurem Boden wachsen, aufnehmen, werden natiirlich von 
diesen Pflanzen vertragen, mégiicherweise aber nicht von solchen, die 
nur auf schwach saurem, neutralem oder basischem Boden gedeihen 
(sogenannte Basenbodenpflanzen oder Kalkpflanzen), und dies kann 
vielleicht, zugleich mit der hohen Wasserstoffionenkonzentration, dazu 
beitragen, daB diese Pflanzen auf stark saurem Boden nicht wachsen 
kénnen. Eine ahnliche Rolle hat man bekanntlich dem Aluminium 
zugeteilt. Nahere Untersuchungen dieses Problems werden angestellt 
werden. 


Zusammenfassung. 


Mit steigender Wasserstoffionenkonzentration des Bodens nehmen die 
Landpflanzen steigende Mengen von Mangan auf. Fflanzen, die auf 
basischem Boden wachsen, enthalten also in der Regel nur wenige mg 
Mangan pro 100g Blatttrockensubstanz, wahrend Pflanzen, die auf 
stark saurem Boden wachsen, iiber 200 mg Mangan pro 100g Blatt- 
trockensubstanz enthalten kénnen. Pflanzen, die auf stark saurem 
Boden wachsen, enthalten weit mehr Mangan als Eisen. 

Pflanzen, die in Wasserkultur in Nahrlésungen von verschiedenem 
pu-Wert, aber gleichem Gehalt an Manganosulfat wachsen, nehmen 
aus Nahrlésungen vom pu-Wert 6 bis 7 am meisten Mangan auf. Sowohl 
aus Nahrlésungen von héherem wie aus solchen von niedrigerem py- Wert 
werden geringere Manganmengen aufgenommen. 

Mit steigender Konzentration von Manganosulfat in der Nahr- 
lésung (0 bis 2,5mg MnS0O,,4H,O pro Liter) nehmen die Pflanzen 
steigende Mengen von Mangan auf. Dieses Verhalten macht sich im 
Boden am starksten geltend. Da die Pflanzen aus dem sauersten Boden 
die gréBte Manganmenge aufnehmen, mu8 naémlich darauf zuriick- 
gefiihrt werden, daB die Konzentration an geléstem Mangan in der 
Bodenflissigkeit mit steigender Wasserstoffionenkonzentration des 
Bodens stark anwachst. 

Bei einer Konzentration von 2,4mg MnS0Q,,4H,0 pro Liter 
Nahrlésung wurden Giftwirkungen des Mangans an Lemna polyrhiza 
wahrgenommen, indem deren Wachstum gehemmt wurde. 

In manganfreien Nahrlésungen gezogene Pflanzen werden nicht 
chlorotisch, sondern zeigen in der Regel braunliche Streifen oder Flecke 
auf den Blattern, deren Mesophyll stellenweise abstirbt (Dérrflecken- 
krankheit). 

Wasser- und Sumpfpflanzen enthalten in der Regel grobe Mengen 
von Mangan, auch wenn sie in neutralem oder basischem Medium 
wachsen. 
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Die Pflanzen nehmen das Mangan wahrscheinlich als Manganoio), 


auf. Die Manganosalze sind in saurem Boden bestandig. In neutralem 
oder basischem Boden wird das Mangan vermutlich zu Mangandiox yi 
oxydiert, wodurch es fiir die Pflanzen unzuganglich wird. Am Boden 
von Siimpfen und Waldteichen ist das Wasser oft sauerstoffarm 
Unter solchen Bedingungen sind die Manganosalze bestandig, und dics 
ist vermutlich der Grund dafiir, daB Wasser- und Sumpfpflanzen in der 
Regel bedeutende Mengen von Mangan enthalten, selbst wenn sie sich 
in neutralem oder basischem Medium entwickelt haben. 


Herrn Professor Dr. S. P. L. Sérensen, dem Vorstand des Labora 
toriums, bringe ich meinen herzlichsten Dank fiir das nie erlahmend 
Interesse, mit dem er diesen Versuchen gefolgt ist. 
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Weitere Untersuchungen iiber den Einflu6 der Kohlensiure 
auf die Permeabilitat der Ammoniumsalze. 


Von 
Siren L. Orskov. 
Aus dem Medizinisch-physiologischen Institut der Universitat Kopenhagen. ) 
(Eingegangen am 9. Januar 1934.) 


Mit 1 Abbildungen im Text. 


Herrn Prof. Dr. Vald. Henriques 
an seinem 70. Geburtstag gewidmet. 


In einer friiheren Arbeit (1) wurde nachgewiesen, daB die Kohlen- 
siure fiir die Permeationsgeschwindigkeit der Ammoniumsalze von 
auBerordentlicher Bedeutung ist. Die betreffenden Untersuchungen 
wurden mittels Verfolgung der Hamolysengeschwindigkeit vorgenommen 
und ergaben, da sich die Himolysenzeit durch Zusatz von Natrium- 
bicarbonat zu einer kohlenséurefreien Aufschlemmung von Blutkérper- 
chen in isosmotischer Ammoniumsalzlésung um mehr als das Hundert- 
fache abkiirzen lie. 

Die Wirkung der Kohlensaure ist erstaunlich wenig von py ab- 
hangig, jedenfalls bei pu zwischen 5,5 bis 10. 

Diese Wirkung wurde mit wenigen Ammoniumsalzen gepriift und 
ausschlieBlich Ammoniumchlorid und Ammoniumnitrat wurden in 
mehreren Versuchen benutzt, wobei sich erwiesen hat, daB die Himolyse 
bei verschiedenen Kohlenséurekonzentrationen in Ammoniumnitrat 
ungefahr die zweifache Zeit beanspruchte als in Ammoniumchlorid, 
was fiir die Auffassung sprach, daB die Permeabilitat der Anionen von 
der Kohlensaiure geférdert wird, wobei man davon ausging, daB die 
langsamsten lIonen fiir die Permeationsgeschwindigkeit ausschlag- 
gebend sein miiSten. 

Falls die Wirkung die Permeabilitét der Ammoniumionen be- 
troffen hatte, ware fiir die beiden Salze — bei fehlender Kohlenséure 
ungeféhr die gleiche Hamolysezeit zu erwarten gewesen, indem die 
langsam permeierenden Ammoniumionen solchenfalls fiir die Hamolyse- 
zeit maBgebend gewesen waren. Eine Wirkung auf die Anionen wiirde 
dagegen mit den Versuchsergebnissen iibereinstimmen, falls man davon 
ausging, daB Ammonium die Blutkérperchenmembran sehr schnell 
passiert und daB die Kohlensaiure die Permeabilitat der Nitrat- und der 
Chlorionen in gleichem Grade férdert. 

Diese Auffassung hat man nach der Methode von Mond (2) zu be- 
stiitigen gesucht, in welchen die Chlorionen der Blutkérperchen gegen 
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Sulfationen auBerhalb derselben. ausgewechselt wurden, und es hat 
sich erwiesen, daB die Gegenwart von Kohlensaure eine zwei- bis dreima| 
so schnelle Auswechslung herbeifiihrte, d.h. eine viel schwacher 
Wirkung als in den Haimolyseversuchen. DaB die Kohlensaure auf dic 
Permeabilitat der Ammoniumsalze eben diese Wirkung hat, wurd 
spaiterhin in einer langen Reihe von Versuchen beobachtet. Dagegen 
entspricht eine Reihe von Beobachtungen, die im nachstehenden ihre 
Darstellung finden werden, nicht der Auffassung, daB die Wirkung de) 
Kohlenséure die Permeabilitét der Anionen betrifft. 


Ehe wir diese Versuche naher erértern, seien einige Versuche 
erwahnt, in welchen die Wirkung der Kohlensaure nicht durch Hamolyse. 
sondern durch Quellen nachgewiesen wird. Mit den Hamolyseversuchen 
sind namlich zwei Faktoren verkniipft, deren Bedeutung sich nur schwierig 
beurteilen laBt, weshalb es erwiinscht ist, dieselben los zu werden: 
die Resistenz der Membran und die Anderung der Permeabilitat, wenn 
die Blutkérperchen stark gequollen sind. In einem Versuch, wo man 
das Volumen der Blutkérperchen in einer mit Ammoniumsalz versetzten 
physiologischen Kochsalzlésung verfolgt, lassen sich diese beiden 
Faktoren teilweise vermeiden. Man erreicht ein Quellen der Blut- 
kérperchen und, falls die 4uBere Lésung so viel Natriumchlorid enthalt. 
daB die Blutkérperchen nicht haémolysieren kénnen, hért das Quellen 
auf, wenn zwischen dem Ammoniumchlorid der Blutkérperchen und der 
iuBeren Lésung Gleichgewicht besteht. Die VolumenvergréSerung 
laBt sich durch Zentrifugierung der Blutkérperchensuspension in 
Hamburgers Hamatokritréhre messen, ein Verfahren, welches zum ersten 
Male von Ege (3) benutzt wurde. Derartige Hamatokritversuche er- 
weisen genau dasselbe wie die Haimolyseversuche: In Gegenwart von 
Kohlenséure wird die Permeabilitét der Ammoniumsalze sehr kraftig 
gefoydert. 


Zwecks Verfolgung der VolumenvergréBerung der Blutkérperchen 
laBt sich auch eine Modifikation der von Netter und dem Verfasser (4) 
angegebenen Methode verwenden, wo die Lichtdurchlassigkeit eine: 
hiémolysierenden Blutkérperchensuspension mit Hilfe einer Photozelle 
verfolgt wird. Diese Methode wird spater naiher beschrieben werden. 
sei aber hier in groben Ziigen dargestellt. 


Methode zur Bestimmung des Volumens der Blutkérperchen mittels einer 
Photozelle. 


Die Methode fuBt auf der Beobachtung, da8 beim Schrumpfen der Blut 
kérperchen einer Blutkérperchensuspension ihre Lichtdurchlassigkeit vei 
ringert, und umgekehrt bei Quellen der Blutkérperchen vergréBert wird 
Wie weit dies einer veranderten Reflexion aus den Blutkérperchen ode: 
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einer veranderten Lichtdurchlassigkeit derselben zu verdanken ist, wurde 
nicht naher untersucht. Die Versuchsaufstellung ist die folgende: 

Zwischen einer konstanten Lichtquelle und der Photozelle wird eine 
Kiivette plaziert, die nach oben mit einem Korkstiick verschlossen ist, 
durch welches zwecks Zuleitung bzw. Fortschaffung von Blut und Ver- 
diinnungsfliissigkeiten eine Kaniile nach dem Boden der Kiivette gefiihrt 
ist, sowie ferner ein von einem elektrischen Motor getriebener Riihrer. 
Der Strom aus der Photozelle wird durch den Strom eines Akkumulators 
kompensiert, so daf das empfindliche und schnell ausschlagende Spiegel- 
valvanometer bei schwachen Anderungen der Lichtstarke Ausschlige gibt. 
Die Galvanometerausschlige kénnen durch Zusatz variierender Salzmengen 
zu einer Suspension bekannter Mengen Blutkérperchen geeicht werden. 
In einem anderen Versuch mu dann, und zwar auf dem Wege einer Hama- 
tokritbestimmung die GréBe der von den entsprechenden Salzmengen 
herbeigefiihrten Volumenveranderungen ermittelt werden. Die Photo- 
zellenmethode bietet der Hamatokritmethode gegeniiber manche Vorziige, 
und zwar 


1. lassen sich die Volumenveranderungen kontinuierlich verfolgen, 

2. entsteht bei wiederholten Abpipettierungen kein Fehler, 

3. sind sehr geringfiigige Volumenverainderungen wahrnehmbar, 

4. besteht nur eine sehr kleine Oberflache, durch welche die Kohlen- 
siiure aus der Kiivette diffundiert, 

5. 1aBt sich die Permeationsgeschwindigkeit rasch permeierender Stofte 
verfolgen. 


Selbstverstandlich muB man sich davon vergewissern, ob wahrend des 
Versuchs etwa Himolyse eingetreten ist, wodurch Fehler entstehen kénnen. 
Die Versuche werden folgendermaBen aus- 
gefiihrt: Die 10 cem fassende Kiivette wird Lett 1 
mit einer 0,9 °,igen CO,-freien Na Cl-Lésung 
gefiillt, welcher mittels einer 0,5cecm Rekord- 
spritze 0,leem Blutkérperchen  sorgfaltig 
beigemischt wird. Wenn sich das Galvano- 
meter nach dem Verlauf einiger Minuten 
konstant halt, wird das Ammoniumchlorid ke Ursprinngictes Volumen | 
in Gestalt einer 2 n Lésung hinzugefiigt, er Bluthonperchen 
wonach die Volumenveranderungen regel- Cae ese ame a tae aa) Ss | 
maBig an der Galvanometerskala abgelesen es vem ; 
werden. Danach wird der Versuch wieder- - 
holt, nachdem nunmehr der Na Cl-Lésung TT tt eT 
eine bekannte Menge NaH CO,-Lésung bei- Minuten 
gemischt worden ist. Die Abb. | zeigt einen Abb. 1. 
derartigen Photozellenversuch. Auf der Ab- 
bildung stellt die punktierte waagerechte Linie das Volumen der Blut- 
kérperchen vor dem Zusatz von Ammoniumchlorid dar. Eine Betrach- 
tung der Kurve des Versuchs ohne Kohlenséiure zeigt, da® dieselbe im 
Einmischmoment steil herabgeht — und zwar weil die Blutkérperchen 
wegen des erhédhten osmotischen Druckes in der auBeren Lésung 
schrumpfen —, um indessen schnell wieder anzusteigen, weil das Am- 
moniumchlorid eindringt. Vollstandiges Gleichgewicht wird innerhalb 
der Versuchsdauer nicht erreicht. Die gréBere Lichtdurchlassigkeit am 
SchluB des Versuchs ist der Verdiinnung mit der Ammoniumchloridlésung 
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zu verdanken. Im Versuch mit Kohlenséurezusatz (die Lésung war j 
bezug auf NaHCO, 0,005 n) zeigt sich, daB das Eindringen des Ammonium) 
chlorids so rasch erfolgt, daB keine Zeit iibrig bleibt, um das Volumen ebe:, 
so stark abnehmen zu lassen wie im Versuch ohne Kohlensaéure, und dai 
das Quellen der Blutkérperchen weit schneller Platz greift und nach | bis 
2 Minuten beendigt ist. Wegen der groBen Empfindlichkeit der Photozel| 
geniigt in einem derartigen Versuch der Zusatz von nur geringfiigigen 
Ammoniumsalzmengen, um die Geschwindigkeit des Eindringens verfolgen 
zu kénnen. Noch bei 0,004n NH,Cl in der Lésung 1aBt sich die Wirkuny 
der Kohlensaéure mit gleicher Deutlichkeit erkennen. 

Nachdem somit die Wirkung der Kohlensaiure auf die Permeabilitat 
der Ammoniumsalze mittels einer schonenderen und empfindlicheren 
Methodik als der bisher benutzten verifiziert worden ist, wenden wir 
uns den Versuchen zu, welche die Untersuchung dariiber bezweckten. 
ob die férdernde Wirkung der Kohlenséure die Kationen oder dic 
Anionen_ betrifft. 


Auswechslungsversuche zur Bestimmung der Permeationsgeschwindigkeit 
der Anionen. 

Um festzustellen, wie weit die Kohlensiure die Permeabilitat der 
Anionen férdert, wurde eine groBe Reihe von Versuchen vorgenommen, 
und zwar fast simtlich dem Prinzip folgend, daB keine Passage von 
Kationen stattfinden soll, sondern vielmehr, daB Anionen im Innern 


der Blutkérperchen gegen in der Lésung auBerhalb der Blutkérperchen 
befindliche Anionen anderer Art ausgewechselt werden. 


Die lonenkonzentration wurde teils elektrometrisch, teils durch 
chemische Analysen bestimmt. Falls mit rasch permeierenden lonen 
gearbeitet wird, sind Versuche nach Mond fiir die Bestimmung der Per- 
meationsgeschwindigkeit nicht geeignet, weil die Zentrifugierung der 
Proben zu lange Zeit beansprucht. um die Verfolgung des Verlaufs der 
lonenauswechslungen zu gestatten. Man hat deshalb das Verfahren benutzt. 
die eine der auswechselnden Ionen mittels einer dazu geeigneten Elektrode 
elektrometrisch zu bestimmen. Die auf diesem Wege bestimmbaren Jonen 
sind Chlor-, Brom- und Jodionen mittels der betreffenden Silberelektroden', 
indem die indifferente Elektrode eine n Kalomelelektrode ist. Von diesen 
Elektroden gibt die Chlorsilberelektrode bei diesen Versuchsbedingungen 
(wegen der Proteine) ein fortwahrend gleitendes Potential, wahrend die 
Bromsilberelektrode verwendbar und die Jodsilberelektrode insbesondere 
vorziiglich verwendbar ist, wenn von einigermaBen rasch permeierenden 
lonen die Rede ist, weil sie sich sowohl in gew6hnlichen als in eiweifbstoft- 
haltigen Salzlésungen konstant erhalt. Die Messung des Potentials erfolgt 


! Die Silberelektroden sind aus Silberdraht hergestellt, welcher unten 
in eine kurze Spirale aufgerollt ist; sie wird als Anode in einer Lésung des 
Natriumsalzes des gewiinschten Halogens eingebracht. Der Vorgang wird 
zum Aufhéren gebracht, wenn sich ein diinner Belag des Silbersalzes ge- 
bildet hat. Oberhalb der Spirale ist der Silberdraht mit Picein tiberzogen. 
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mittels eines 1-Réhren-Verstarkerapparats des von Ostwald-Luther (5) 
angegebenen Typus, allerdings mit einigen Modifikationen, welche spaterhin 
von Dr. Sarre (Gé6ttingen) zur Ver6ffentlichung gelangen werden. 


Dank der Verstarkervorrichtung laBt sich das Potential kontinuierlich 
ablesen. Die Galvanometerausschlage werden nach jedem Versuch mittels 
bekannter Lésungen des betreffenden Salzes geeicht: ebenfalls wurde 
regelmaBig untersucht, ob der Zusatz von Serum und Hamoglobin Ver- 
anderungen der Potentiale herbeifiihrt. 


Das benutzte Blut (Pferdeblut) wurde folgendermaBen behandelt : 
Nach Defibrinierung und Filtrierung des Blutes werden die Blutkérperchen 
abzentrifugiert, und das dariiberstehende Serum wird fortgebracht. 
Den Blutkérperchen wird das zehnfache Volumen '/,n NaJ_ beigemischt 
(fiir die hier mitgeteilten Versuche wurde die Jodsilberelektrode benutzt), 
wodurch erreicht wird, daB weitaus die meisten Anionen (vorerst die Chlor- 
ionen und die Bicarbonationen) der Blutkérperchen mit Jodionen um- 
getauscht werden. Nach '/, Stunde Stehenlassen wird noch etwas Kohlen- 
siure durch einige Minuten Hinstellen der Blutkérperchen im Vakuum 
entfernt, wodurch der Kohlenséiuregehalt aut unter 0,0008 mol. pro Liter 
herabgeht. Die Blutkérperchen werden nunmehr 20 Minuten in einer 
Zentrifuge zentrifugiert, welche minutlich 15000 Umdrehungen macht, 
wonach das oben gebliebene Serum mit Watte entfernt wird. In das 8 cem 
fassende Elektrodengefa8 werden nunmehr 2cem der Blutkérperchen 
eingebracht; das ElektrodengeféB wird wahrend des Versuchs mit zwei 
Umdrehungen pro Sekunde um seine Lingsachse gedreht, wobei die 
Silberelektrode und die Kalomelelektrode als Riihrer wirkt. Mit einer 
Rekordspritze werden nunmehr sorgfaltig 2 ccm isotonischen Natrium- 
salzes der gegen die Jodionen der Blutkérperchen auszuwechselnden Anionen 
beigemischt, und das Potential wird regelmaBig abgelesen, bis das Galvano- 
meter Gleichgewicht zeigt. Danach wird der Versuch mit Bicarbonatzusatz 
zur auBeren Lésung wiederholt. Die Anwendung derart groBer Mengen 
von Blutkérperchen ist geboten, weil die Bicarbonatmenge der Jodidmenge 
gegentiber mdéglichst klein sein mu; man lauft namlich sonst Gefahr, 
daB die ausgetretenen Jodionen gegen die rasch permeierenden Bicarbonat- 
ionen ausgewechselt worden sind und da die iibrigen Anionen der auBeren 
Lésung erst spater in die Blutkérperchen eindringen. Selbst falls die iuBere 
Lésung kein Bicarbonat enthalt, wird die ausgetretene Jodidmenge kein 
ganz genaues Mali des Eindringens der Anionen des in der éuBeren Lésung 
vorhandenen Salzes darstellen, falls die Menge derselben grof ist. 


Mischt man so z. B. einer isosmotischen Nag S O4-Lésung Blutkérperchen 
bei, wird die Sulfatlésung erheblich saurer werden, indem eine Verschiebung 
des pq von 7,3 auf 6,5 stattfinden kann; diese Reaktionsinderung ist in- 
dessen nicht nachhaltig: nach 10 Minuten ist sie durch Zusatz des Indikators 
nicht linger me®Bbar. 3ei Phosphat ist etwas ganz ahnliches der Fall, 
jedoch mit der MaBigabe, daB die py-Verschiebung hier wegen der Puffer- 
wirkung kleiner wird, wahrend die ausgetretene Chlormenge gréBer ist. 
Die saure Reaktion ist zweifellos dem Umstand zu verdanken, da die 
Chlorionen aus den Blutkérperchen austreten, und, um das elektrische 
Gleichgewicht aufrechtzuhalten, werden Hydroxylionen eindringen, und 
erst spaiterhin werden die langsam permeierenden Phosphationen gegen 
Chlor- und Hydroxylionen ausgewechselt werden kénnen, wonach das 


urspriingliche py wieder hergestellt wird. 


23* 
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Falls die Bicarbonationenmenge der Menge der tibrigen Lonen gegeniibe 
nur klein ist, werden die ersteren das Austreten der Jodionen nicht by 
trachtlich zu andern vermégen, falls nicht eben eine Permeabilitats 
veranderung Platz greift. In gleicher Weise wird auch die py-Verschiebuny: 
keine Rolle spielen, wenn die Menge der auBeren Lésung eine kleine ist 
und wenn diese Lésung keine Pufferwirkung besitzt. 


Tabelle I. 


Versuche mit Natriumnitrat in der auBeren Loésung. 
Pferdeblutkérperchen. 





Auswechslangszeit Die ausgetretene Jodmenge in Normalitit 


Min. - C0, n 100 Bicarbonat 


0,037 0.089 
0,048 0,046 
0,05 0.048 
0,049 0,048 


Tabelle LI. 


Versuche mit Perchlorat in der &uBeren Lésung. py 7,2. 
Pferdeblutk6érperchen. 





Die ausgetretene Jodmenge in Die ausgetretene Jodmenge in 
Auswechs- Normalitat Auswechs- Normalitiit 
lungszeit _— a lungszeit a 
n,/100 “CoO n/100 
. ? Bicarbonat 


Min. > CO2 Bicarbonat Min. 


0,013 0,010 3 0,040 0,035 
0,021 0,017 4 0,043 0,038 
0.026 0,023 5 0,044 0,039 
0,033 0,027 6 0,045 0,040 





Nach Beendigung des Versuchs wurden die Ausschlage geeicht, indem 
bekannte Lésungen des Salzes, dessen Konzentration untersucht worden 
ist, ims Glas! eingebracht wurden. Die Ergebnisse wurden nachtraglich aut 
logarithmischem Papier graphisch in Normalitaét umgerechnet. 

Die Versuche haben erwiesen, daB eine Reihe der allgemein vor- 
kommenden Jonen sehr rasch permeiert. Mit der Chlorsilberelektrode, 
welche sich am schleunigsten einstellt, hat sich erwiesen, daB die Aus- 
wechslung der Chlorionen der Blutkérperchen gegen die Bicarbonat- 
ionen der auBeren Lésung nach '/, Minute erledigt ist. Die Jodsilber- 
elektrode stellt sich erheblich langsamer ein; es dauert 2 bis 3 Minuten. 
ehe das Galvanometer ganz zur Ruhe kommt, nachdem die Jod- 
konzentration im Elektrodengefa8 durch Jodidzusatz verandert worden 


1 Hier muB darauf geachtet werden, daB die betreffenden Salzlésungen 
die gleichen Ionen, und zwar in gleicher Konzentration, enthalten wie die 
diuBere Lésung im Versuch mit Blutkérperchen, da sich sonst ein falsches 
Potential ergibt. 
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ist. Die Erreichung des Gleichgewichts beansprucht bei der Aus- 
wechslung von Jod-, Brom- und Nitrationen durch die Blutkérperchen- 
membran eine genau entsprechende Zeit, und es hat sich herausgestellt, 
daB die Auswechslung von 80°, der gesamten lIonenauswechslung 
nach Verlauf von 1 Minute erledigt wurde. Da sich die Jodelektrode 
so langsam einstellt, mag die effektive Auswechslungszeit der genannten 
lonen deshalb vielleicht eine kiirzere sein. 

Die Tabelle I zeigt einen derartigen Auswechslungsversuch, wo 
die Jodionen der Blutkérperchen gegen Nitrationen der auBeren Lésung 
ausgewechselt werden. Die Auswechslung ging in beiden Versuchen 
rasch vonstatten, und zwar unbeeinflu8t von der Kohlensaure!; es 
wire jedoch denkbar, daB die Tragheit der Jodsilberelektrode einen 
derartigen Einflu8 verschleiert haben mag. 

Das Perchloration ist ein langsamer permeierendes lon. So wird 
bei Auswechslung der Jodionen der Blutkérperchen gegen Perchlorat- 
ionen der 4uBeren Lésung Gleichgewicht erst nach ungefahr 7 Minuten 
erreicht. Die Tabelle I] zeigt einen Versuch, welcher in genau gleicher 
Weise wie der vorhergehende Versuch mit Natriumnitrat ausgefiihrt 
wurde, nur da die auBere Lésung aus ' .n Natriumperchloratlésung 
besteht. Wie aus dem Versuch ersichtlich, ist die Permeabilitaét der 
Perchlorationen von der Kohlensaéure unbeeinfluBt geblieben. Aus 
diesen Versuchen geht hervor, daB die Kohlensaure fiir die Permeabilitat 
der Anionen keine gréBere Bedeutung besitzen kann. Bereits hier sei 
hervorgehoben, da die Hamolysezeiten bei isosmotischer Ammonium- 
salzlésung ohne Kohlenséure erheblich langer sind als die oben er- 
mittelten, und zwar fiir Nitrat 20 bis 40 Minuten, fiir Jodid und Per- 
chlorat ungefahr 1 Stunde, wahrend die Hamolysezeiten bei Kohlen- 
siurezusatz mit den in den Auswechslungsversuchen gefundenen weit 
besser tibereinstimmen: bei n/100 Bicarbonat in der Lésung gibt Nitrat 
75%, Hamolyse nach 30 Sekunden, Jodid nach 2 bis 3 Minuten, Per- 
chlorat nach 6 bis 7 Minuten. Um noch weiter zu erharten, daB die 
Kohlensaure die Permeabilitat der Anionen nicht beeinfluBt, wurden 
einige Auswechslungsversuche vorgenommen, wo die Jodkonzentration 
der eindringenden Ionen durch chemische Analysen bestimmt wurde. 


Im nachstehenden Versuch wurde der Phosphatgehalt der Blut- 


kérperchen bestimmt : 

0,2cem Kaninchenblut wird, nach Fortschaffung des gr6éBten Teiles 
des Serums durch Zentrifugierung, in einem verschlossenen Reagensglas 
mit L0cem auf py 7,3 eingestellten '/, mol. Natriumphosphat gemischt. 


! Im Versuch mit Kohlensiurezusatz betrug die Totalmenge derselben 
in der éuBeren Losung m/100 pro Liter. Da der Versuch bei py 7,2 aus- 
gefiihrt wurde, ist weit der gréBte Teil der Kohlenséiure in Gestalt von 


Biecarbonat vorhanden. 
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In Zwischenraumen werden dieser Mischung 2 ccm entnommen, welche i: 
einer Hamatokritréhre bis zur Lacktarbe zentrifugiert werden. Das Volume: 
der Blutkérperchen wird abgelesen, die dariiberstehende Fliissigkeit al) 
gesogen, wonach mit 0,9°, Natriumchlorid gespiilt wird; danach werde: 
die Blutkérperchen nebst destilliertem Wasser in ein Reagensglas hiniibe: 
gesogen und das EiweiB mit 20°, iger Trichloressigsiure gefallt, wonac} 
die freie Phosphorsiure bestimmt wird. Im Versuch mit Kohlensiur: 
zusatz enthalt die auBere Lésung n/200 Bicarbonat. 


Tabelle TIT. 
Versuch tiber die Geschwindigkeit des Eindringens von Phosphat 
ionen in Kaninchenblutk6érperchen. py 7,3. 





Volumen Phosphatkonzentration 
der Blutkérperchen der Blutkérperchen 

In ¢mim in 9%, derjenigen der 
Min +t OOs fiuBeren Lisung 


Auswechslungs- 
zeit 


32,4 26 

82,8 34 

32.4 41 

32,4 51 
10 Vol.-9%/9 CO» 

32,4 

32,6 

32,8 38 

32,2 


I 


4 
tf 


Wie aus der Tabelle ILL ersichtlich, hat sich das Volumen der Blut 
kérperchen wahrend des Versuchs nur sehr wenig verandert. — Dic 
Phosphatkonzentration der Blutkérperchen ist als Prozent der Phosphat 
konzentration der &uBeren Lésung ausgedriickt: sie steigert sich etwas 
langsamer nach Zusatz von Bicarbonat, der Unterschicd ist aber nu 


klein. 


Ein ganz ahnlicher Versuch wurde mit den Blutkérperchen in ')9 1 
Natriumoxalat vorgenommen. Die Oxalatbestimmungen wurden folgende1 
maBen ausgefiihrt: Die tiber den Blutkérperchen in den Haimatokritréhren 
stehende Fliissigkeit wird fortgeschafft und der betreffende freie Teil des 
Glases mit 0,9°,igem Natriumchlorid gespiilt; danach werden die Blut- 
kérperchen nebst 5cem 0,9° ,igem Natriumehlorid (mit Bezug auf Bi 
carbonat 0,02 n) in kleine Zentrifugenglaser eingebracht, und nach !/, Stunde 
Stehenlassen werden die Blutkérperchen herabzentrifugiert und die Oxal 
saure wird in der oberen Fliissigkeit durch Titrierung mit Kaliumpermanganat 
bestimmt. Die Methode ist allerdings nicht genau, der Versuch zeigt jedoch, 
daB tiber 80°, des Oxalats nach Verlauf von einer Minute in die Blutkérper- 
chen eingedrungen sein miissen und daB die Kohlensaéure die Permeabilitat 
der Oxalsaureionen nicht nennenswert beeinflussen kann. 


Diese Versuche beweisen ebenfalls, daB die Kohlenséiure die Per- 
meabilitat der Anionen nicht beeinfluBt. 
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Um festzustellen, ob die Wirkung der Kohlensaure stattdessen 
nicht etwa in einer Erhéhung der Permeabilitat der Ammoniumionen be- 
stehen sollte, ist untersucht worden, ob die Kohlensaure mit Ammonium 
verwandte Verbindungen in ahnlicher Weise beeinfluBt. um auf diesem 
Wege neue Aufschliisse zu gewinnen. 


Himolyseversuche mit Chloriden von Aminen. 

Ks hat sich schnell erwiesen, daB die Kohlensaure auf die Per- 
meabilitat der Salze von Aminen eine ahnliche Wirkung ausiibt wie aut 
die Ammoniumsalze. Dies gilt von Mono-, Di- und Triaminen, wahrend 
man mit Salzen des Tetramethylammoniumhydroxyds und des Cholins 
selbst nach Zusatz von Kohlenséure erst nach Verlauf vieler Stunden 
Hamolyse bekommt. 

Die Tabelle TV enthalt einige Hamolysenversuche bei verschie- 
denem pu. 

Tabelle IV. 





Pr 6.2 PH yf { Pu 11,3 


COs, to 


{mmoniumehlorid 2400 60 1300 70 1450 200 1600) -3€0 
Athylaminehlorid .. 1609 90 1700 90) 

Diathylaminechlorid 1800 40 3500 65 200 120 
Piperidinehlorid —. 780 =. 240 G00 40 100 50 


Die Zahlen geben, in Sekunden ausgedriickt, die fiir die Hamolyse 
von 75°, der Blutkérperchen (Kaninchen) beanspruchte Zeit an. 


Die erste Ziffernkolonne unter jedem py gibt die Hamolysezeit 
bei fehlendem Kohlenséurezusatz an, die zweite Kolonne die Himolyse- 
zeit, wenn die Lésung eine Totalkohlensiuremenge von m 100 pro Liter 
enthalt. An der nachstehenden kleinen Tabelle laBt sich der Teil der 
Totalkohlenséure ablesen, welcher in Gestalt von CO, bzw. HCO, 
und CO, vorhanden ist. Bei der Ausrechnung wurden die Konzentra- 


tions- Dissoziationskonstanten physiologischer Lésungen benutzt. 





PH 


% COs * 3 12,5 1.4 0,12 
% HCOS i 87.4 97.0 854 37 56 © 0.6 
” COs 0015 16 | 145 | 68 | 944) 994 


Die Methodik fiir die Hamolysenversuche ist die folgende: 0,05c¢em Blut- 
kérperchen werden mit 10 cem der CO,-freien, salzsauren Salze der Amine 
gemischt. Dieselben sind bei py 6.2 und 7,35 mit Phosphat, bei py 9.3 
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und 11.13 mit Glykokoll geputtert, wobei die Phosphat- bzw. Glykoko| 
konzentration ein Zehntel der in Sérensens PufferlOsungen angewandt: 
Konzentration betragt. 

Die Lésungen enthalten '), n Aminchlorid oder Ammoniumehlorid 
und, um in den Lésungen das gewiinschte py zu erreichen, wurde Salzséiur 
Ammoniak oder das betreffende Amin! hinzugefiigt.  Hierdurch werde: 
die alkalischen Lésungen ziemlich stark hypertonisch (dies ist besonder 
mit der schwachen Base Ammoniak der Fall), was die Hiémolysezeit vei 
langert. Wie aus der Tabelle ersichtlich, ist die Hamolysezeit ftir Ammonium 
chlorid beinahe dieselbe bei py 6,2 wie bei 11,3, falls die Lésung kein CO 
enthalt. Von der iiblichen Auffassung aus, daB Ammonium als NH, passiert 
ist dies sehr sonderbar, indem z. B. bei py 9.3 die gleichen Mengen NH 
und NH, vorhanden sind, bei py 6,2 dagegen nur 1/s999 als NH : bei pu 9.3 
ware deshalb eine weit schnellere Hamolyse zu erwarten?. 


Es méchte sonderbar erscheinen, daB Ammoniak mit seinem 
kleinen Molekularvolumen langsam permeieren sollte, was aber nach 
Jacobs (6) Untersuchungen keineswegs unmdglich ist. Nach seiner 
Angabe ist das Molekularvolumen wie inzwischen auch von Hdébe: 
und Orskov nachgewiesen fiir die Permeationsgeschwindigkeit durch 
aus nicht ausschlaggebend. Obiger Versuch deutet stark darauf hin 
daf die Passage durch die Membran als NH, stattfindet. 

Die Hamolysezeiten nach Kohlensaéiurezusatz sind bei samtlichen 
pu sehr abgekiirzt, steigern sich indessen nach der alkalischen Seite 
hin, was dem Umstand zu verdanken sein dirtte, daB die Lésungen 
hier hypertonisch sind. 

Kine interessante Erscheinung [aBt sich bei Diathylamin und 
Piperidin beobachten. Die Hamolysezeit wird durch die Kohlensaure 
bei py 6,2 und 7,35 stark herabgesetzt, und zwar bei 7,35 am kraftigsten. 
Bei pu 11,3 sind die Hamolysezeiten ohne CO, auf einen Bruchteil 
herabgegangen. Dies findet in folgender Weise seine Erklarung: Bei 
pu 11,3 ist die gleiche Menge der Amine in Gestalt von freiem Amin 
und von Ionen vorhanden. Falls ein freies Amin leicht permeabel ist, 
miiBte bei diesem py die Hamolysezeit eine kurze sein. In der Tat 
mu angenommen werden, daB Diathylamin und Piperidin lipoidléslich 


sind und deshalb die Membran leicht zu passieren vermégen, im Gegen- 
satz zu Ammoniak, welches allerdings ein kleineres Molekiil hat als dic 
Amine, ohne Zweifel aber verhaltnismaBig wenig lipoidléslich ist. 


Der Versuch zeigt, daB sich die gleiche Wirkung wie durch Zusatz 
von CO, erreichen la8t, falls man die langsame Permeation der Amin- 
! py durch Indikatoren bestimmt. — ? Ubrigens ist es auffallend, dat 
die Blutkérperchen die groBben Mengen freies Amin und Ammoniak bei 
pu ll vertragen, ohne sofort zu hiamolysieren. Falls die auBere Lésuny 
neben den obigen Chlorsalzen aus Aminen und Ammoniak 0,9°, NaC- 
enthalt, bleiben sie bei py Ll stundenlang unverandert. 
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men in der Weise umgeht, daB in die Losung gréBere Mengen freien 
und leicht permeablen Amins eingebracht werden, welche statt dessen 
die Membran passieren kénnen. 


Diese Versuche deuten darauf hin, dai die Kohlensaure die Per- 
meabilitat der Kationen fordert!. 


Der EinfluB der Kohlensiure auf die Permeabilitit versehiedener Ammonium- 
salze. 

Wie bereits erwahnt, will man beobachtet haben, dal die Kohlen- 
siure die Hamolysezeit fiir Ammoniumchlorid und Ammoniumnitrat 
ungefahr gleichgradig abkirzt. Eine nahere Untersuchung hat indessen 
erwiesen, da dies keine allgemein giiltige Regel ist. Bei einer Reihe an- 
organischer Ammoniumsalze kiirzt die Kohlensdure die Hamolysezeit sehr 
stark ab: dies gilt fiir Nitrat, Chlorid, Bromid, Jodid, Fluorid, Rhodanid 
und Perchlorat: ebenfalls Formiat wird sehr stark beeinfluBt. Fur 
Oxalat, Lactat und Jodat wird eine schwachere Wirkung beobachtet 
Dagegen wird die Hamolysezeit nach Zusatz von Kohlensaiure iberhaupt 
nicht kiirzer bei Ammoniumacetat und Ammoniumpropionat. sei 
langsam permeierenden Ammoniumsalzen wie Sulfat, Phosphat und 
Citrat tritt gewohnlich iiberhaupt keine Hamolyse ein. Bei Haimatokrit- 
versuchen mit Ammoniumsulfat, wo sich ein schwacheres Quellen 
verfolgen laBt, und ebenfalls bei Photozellenversuchen beobachtet 
man nach Kohlensaurezusatz in einigen Fallen ein rascheres, in anderen 
Fallen ein langsameres Quellen; in einigen Fallen sogar eine Volumen- 
abnahme. 


Wie sind nun diese verschiedenen Wirkungen zu deuten? Wir 
wollen erst untersuchen, ob sich diese Beobachtungen mit der Auf- 
fassung in Einklang bringen lassen, daf die Kohlensaure die Per- 
meabilitat der Anionen férdert. Bejahenden Falles ware eine auber- 
ordentlich verschiedene Wirkung der Kohlensaure auf die verschiedenen 
Anionen vorauszusetzen. Die unterbleibende Wirkung der Kohlensaure 
auf Acetat und Propionat lieBe sich vielleicht in der Weise erklaren, 
da Acetat in der Tat als nichtdissoziierte Essigsiure und Propionsaiure 


passiere. Diese Saéuren passieren némlich in nichtdissoziiertem Zustande 


tatsachlich die Blutkérperchenmembran viel rascher als die ent- 


1 Es wire denkbar, daB die Kohlenséiure die Permeabilitat von N Hj in 
der Weise fordere, da sie im Verein mit diesem eine Carbaminsaure- 
verbindung bildete, welche die Membran als Anion passieren sollte. Die 
Bildung ahnlicher Verbindungen ware bei Mono- und Diaminen, abet 
bei einem Triamin nicht denkbar. Wie sich indessen herausstellt, wird die 
Hamolysezeit. bei Trimethylaminchlorid durch Zusatz von Wohlensiure 
bedeutend herabgesetzt, weshalb diese Theorie auftgegeben werden mul. 
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sprechenden lonen, was in der Weise nachweisbar ist, da man d) 
Lésungen saurer macht, so daB die Menge der freien Séuren vergr6Ber 
wird; die Hamolysezeit wird dann erheblich herabgesetzt (Tabelle V 


Tabelle V. 
Himolysezeiten fir Kaninchenblutkérperchen in '/, mol. 
Ammoniumacetat bei verschiedenem py'. 





PH ~ COg + 20 Vol.-%9 COs 
23 23 
82 SS 
330 385 
420 520 


Nach den friiher erwahnten Versuchen der vorliegenden Arbeit kan: 
man nur schwer annehmen, da die Kohlensaure die Permeabilitét de: 
Anionen beeinflussen sollte. Wir wollen deshalb untersuchen, ob dir 
Wirkung der Kohlenséiure auf die Permeabilitaét der verschiedenen 
Ammoniumsalze mit einer Wirkung auf die Ammoniumionen in Einklang 
gebracht werden kann. Hier kénnen wir Ammoniumacetat und -pro 
pionat sofort behandeln und den Grund dafiir nachforschen, daf di 
Kohlensaiure die Permeationsgeschwindigkeit hier nicht beeinfluBt. 

Kine nahere Untersuchung lehrt uns dann, daB Ammoniumacctat 
und -propionat selbst eine ahnliche Wirkung besitzen wie die Kohlen 
saure, wenngleich allerdings eine viel schwachere. Diese Wirkung ist 
durch Zusatz von Ammoniumacetat zu einer isosmotischen Lésung 
von z. B. Ammoniumchlorid nicht nachweisbar. 


Dagegen zeigt der nachstehende, bei py 7.3 vorgenommene Versuch 
eine ganz deutliche Acetatwirkung auf die Permeabilitat. In zwei 


Reihen von Reagensréhrchen werden von 1 bis 10 ccm ', mol. Ammo.- 
niumchlorid abgemessen. Die eine Reihe wird bis 10 ccm mit CO,- 
freiem H,O, die andere mit CQO,-freiem |, mol. Ammoniumacetat 
gefillt. In einer dritten Reihe wird Ammoniumacetat in verschiedenen 
Konzentrationen hergestellt. Samtlichen Réhren werden 0,1 cem Blut 


hinzugefiigt und 75° 


» Hamolysezeit notiert. 

Wie aus den Versuchen ersichtlich, stellt sich erst bei ziemlich 
groBen Acetatmengen eine férdernde Wirkung auf die Permeabilitat 
des Ammoniumchlorids ein, so daB die Hamolysezeit nur die Halfte de: 
im entsprechenden Réhrchen ohne Acetat vorgefundenen ausmacht. 
trotzdem zu erwarten ware, da das hinzugefiigte Acetat wegen des 

' Das gewiinschte py wurde in gleicher Weise wie auf 8S. 357 angegeben 
hergestellt. 
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Tabelle VI. 


Die Versuche wurden bei py 7,3 ausgetfiihrt. 





75%} 75 ' 190% 
Teile Teile 1/, mol. Hamo Teile Teile Hamo-  reie 1 mol. | Teile #&mo- 
Ninel COONH,CH, bed ier Heo bated coo NH,C H Te: x -) 
Sek. Sek. Sek 
10 0 600 
+ 1 510 
8 2 390 
6 + 150 6 + 290 4 6 60 
D 5 150 5 5 230 5 5 70 
0 10 180 


Fiir die Versuche wurde Kaninchenblut benutzt. 


groBeren osmotischen Drucks in der auBeren Lésung die Hamolysezeit 
verlangert hatte. Etwas ganz ahnliches ist bei Zusatz von Ammonium- 
propionat der Fall. Ein entsprechender Versuch bei py 5,6 liefert das 
gleiche Ergebnis, nur daB die Haimolysezeiten in der Acetatlésung hier 
wegen der freien Essigsiure kiirzer sind. Die Wirkung im_ vorher- 
yvehenden Versuch ist deshalb wahrscheinlich eine Wirkung der Acetat- 
ionen. Man darf nicht behaupten, daB die Versuche gegen eine Wirkung 
der Kohlenséiure auf die Kationen sprechen, sie erweisen aber, daB 
mit einer Wirkung der verschiedenen Salze auf die Membran gerechnet 
werden muB:; diese Wirkung mag nach derselben Richtung hin verlaufen 
wie diejenige der Kohlenséure, es ware aber auch denkbar, daB sie in 
entgegengesetzter Richtung verliefe. Die Wirkung der Kohlensaure auf 
die Permeabilitat der langsam permeierenden Ammoniumsalze ist nicht 
so ausgesprochen, was uns nicht wundern kann; aus .Vonds und eigenen 
Auswechselungsversuchen wissen wir namlich, daB z. B. Sulfat- und 
Phosphationen bei fehlender Kohlensaure langsam permeieren, ohne 
Zweifel langsamer als die Ammoniumionen. Falls nun die Permea- 
bilitat der NH4-lonen mittels Kohlenséure geférdert wird, wird dies 
die Hamolysenzeit nur wenig abkiirzen kénnen, da die langsamsten Lonen 
fiir dieselbe maBgebend sind. 

Wenn z. B. in Hamokritversuchen bei Ammoniumsulfat als 
iuBere Lésung beobachtet wird, da die Kohlensiure das Quellen der 
Blutkérperchen hemmt, oder sogar eine Abnahme ihres Volumens 
herbeifiihrt, ist die Erklarung hierfiir eine ganz andere, und zwar die, 
daB Kalium aus den Blutkérperchen austritt. Bereits bei den Versuchen 
fiir die friiher erwahnte Arbeit iiber die Wirkung der Kohlensaure auf 
die Permeabilitét wurde beobachtet, daB die Hamolyse, falls sie nicht 
nach einigen Stunden einsetzte, gewOhnlich erst mehrere Tage spater 
eintrat, wenn wahrscheinlich ein kraftiges Bakterienwachstum Platz 
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gegriffen hatte: man ging dabei davon aus, daB wegen der unphysic 


logischen Versuchsbedingungen Kalium aus den Blutkérperchen aus¥- 


getreten war. 


Wie leicht nachweisbar, hamolysieren Blutkérperchen, welch: 
24 Stunden in Ammoniumsulfat stehen geblieben sind, nach Kinbringung 
in destilliertes Wasser sehr langsam. Sulfat scheint den Austritt de: 
Kaliumionen besonders férdernd zu beeinflussen. Durch Bestimmung 
der ausgetretenen Kaliummengen im oben genannten Hamatokrit 
versuchen mit Ammoniumsulfat laBt sich eine ganz deutliche Erklarung 
dieser Ergebnisse gewinnen: wenn die Kohlenséure ein schwacheres 
Quellen der Blutkérperchen herbeigefiihrt hat, ist aus denselben auch 
besonders viel Kalium ausgetreten, und zwar in einigen Fallen so viel. 
da das Volumen der Blukérperchen sogar abgenommen hat. Diese 
Wirkung der Kohlensaéure auf den Austritt von Kalium aus den Blut- 
korperchen ist auch bei anderen Ammoniumsalzen wahrnehmbar. 


Diskussion. 

Der Hauptzweck der vorliegenden Arbeit war eine Feststellung 
dariiber, ob die friiher beschriebene Wirkung der Kohlensaéure auf die 
Permeabilitat der Ammoniumsalze einer fordernden Beeinflussung det 
Permeabilitaét der Kationen oder der Anionen zu verdanken ist (bis auf 
weiteres wird auBerhalb der Diskussion gelassen, ob das Kation als 
NH, oder als NH, passiert). Die Ergebnisse der friiher veréffentlichten 
Versuche wurden zugunsten der Auffassung gedeutet, daB die fordernde 
Wirkung der Kohlenséure auf die Permeabilitat die Anionen betrifft. 
heergegen spricht aber entschieden eine Reihe von Beobachtungen der vor 
liegenden Arbeit. Die Auswechselungsversuche wurden hier in gréBerem 
Umfange wiederholt, wobei die Jonenkonzentration der Blutkérperchen 
und der Lésung, in welcher dieselben aufgeschlemmt wurden, teils auf 
elektrometrischem Wege, teils auf dem Wege chemischer Analysen be- 
stimmt wurde. In diesen Versuchen wurde kein EinfluB der Kohlen-saéure 
auf die Auswechselungsgeschwindigkeit der Anionen wahrgenommen 
Die Versuche beweisen, da eine Reihe von Ionen: Chlor-, Brom-, Jod-, 
Nitrat- und Oxalsdéureionen, sehr rasch permeieren. Ein Vergleich 
dieser Permeationsgeschwindigkeiten mit den Hamolysenzeiten in 
Lésungen der betreffenden Ammoniumsalze erweist, daB sie miteinander 
gar nicht iibereinstimmen, sondern daB letztere zu langsam sind, wahrend 
sie mit den in Gegenwart von Kohlenséure beobachteten Hamolysezeiten 
gut iibereinstimmen. Diese Versuche deuten stark darauf hin, dal 
Ammonium langsam permeiert, und daB die Permeabilitat desselben 
von der Kohlensaéure geféordert wird. Falls die Permeabilitat des Kations 
in anderer Weise erhéht wird, erreicht man denn auch dasselbe Ergebnis 
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Wird in Hamolvyseversuchen das Ammoniumion durch ein Aminion, 
B. Diadthylamin, ersetzt, beobachtet man erstens, da die Kohlen- 
Kaure auf die Permeéabilitat der Salze des letzteren die gleiche Wirkung 
vusiibt wie auf die Ammoniumsalze, indem die Hamolvysezeiten stark 
abgekiirzt werden. Bei Zusatz so viel freien Amins, da py auf 11 ver- 
schoben wird, wird sich nunmehr zwischen den Hamolysezeiten det 
Versuche mit und ohne Kohlensaure nur ein geringfiigiger Unterschied 
erweisen die Hamolysezeit ohne Kohlensiure ist viel kleiner 
geworden, was sich dadurch erklaren laBt, daB das Diathylamin nunmehr 
als freies Amin permeiert, welches sicher lipoidléslich und deshalb leicht 
permeierend ist. 


Wenn das gleiche mit Ammoniumsalz bei alkalischer Reaktion nicht 
stattfindet, so mu angenommen werden, da NH, in der Tat durch- 
aus nicht besonders leicht permeiert. 


Netter (8) hat beobachtet, daB NH, bei stark alkalischer Reaktion 
nur mit Schwierigkeit in die Blutkérperchen eindringt, wenn dieselben 
in einer Zuckerlésung aufgeschlemmt waren. Er vermutet, da} die 
Poren der Membran bei dieser Reaktion so viel enger geworden sind, 
daB das Eindringen gehemmt wird: diese Vermutung stimmt aber 
nicht damit iiberein, daB die Hamolysezeit fiir Glycerin bei Ver- 
schiebung von py 7 auf py ll unveradndert bleibt. Seine Beobachtung 
entspricht dagegen der Auffassung, dag NH, langsam  permeiert, 
und bei stark alkalischer Reaktion ist weit mehr NH, als NH, 
vorhanden. 


Es meldet sich dann die lebhaft diskutierte Frage, ob das Kation 
der Ammoniumsalze als NH, oder als NH, passiert: die gewohnliche, 
von Jacobs (7) stark befiirwortete Auffassung ist diejenige, daB die 
Membran von NH, und nicht von NH, passiert wird. Dies stimmt 
aber sehr schlecht mit den bei NH,Cl bei verschiedenem py ohne CO, 
gefundenen Hamolysezeiten tiberein. Es stellt sich namlich heraus, 
daB die Hamolysezeit ungefahr die gleiche bleibt, ob man dieselbe bei 
pu 6,2, 7,3, 9,5 oder 11 verlaufen laBt. trotzdem bei px Ll 1 Million Mal 
so viel freies Ammoniak vorhanden ist als bei py 5. (Fiir Schweineblut 
findet man bei alkalischer Reaktion wesentlich langere Zeiten.) Die 
Versuche deuten stark darauf hin, daB die Blutkérperchenmembran 
fiir das Ammoniumion permeabel ist. 


Falls man von der Auffassung ausginge, daB Ammonium als NH, 
passiere, wire es denkbar, daB die Kohlensaure dessen Eintritt in der Weise 
fordere, daB sie es in den Blutkérperchen neutralisierte. Damit dieser 
Vorgang fiir das Quellen der Blutkérperchen Bedeutung haben sollte, 
miiBte man sich vorstellen, daB die Kohlensiéiure einfach aus der Auben 
l6sung aufgesogen wiirde. 


. 
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egriffen hatte: man ging dabei davon aus, daB wegen der unphysiv 
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Wie leicht nachweisbar, hamolysieren Blutkérperchen, welch 







24 Stunden in Ammoniumsulfat stehen geblieben sind, nach Einbringuniy 
in destilliertes Wasser sehr langsam. Sulfat scheint den Austritt de 
Kaliumionen besonders fordernd zu beeinflussen. Durch Bestimmuny 


























der ausgetretenen Kaliummengen im oben genannten Hamatokrit 
versuchen mit Ammoniumsulfat laBt sich eine ganz deutliche Erklaruny 
dieser Ergebnisse gewinnen: wenn die Kohlenséiure ein schwachercs 
Quellen der Blutkérperchen herbeigefiihrt hat, ist aus denselben auch 
besonders viel Kalium ausgetreten, und zwar in einigen Fallen so vie! 
daB das Volumen der Bluk6érperchen sogar abgenommen hat. Dies 
Wirkung der Kohlensaéure auf den Austritt von Kalium aus den Blut 
korperchen ist auch bei anderen Ammoniumsalzen wahrnehmbar. 


Diskussion. 


Der Hauptzweck der vorliegenden Arbeit war eine Feststelling 
dariiber, ob die friiher beschriebene Wirkung der Kohlensaure auf di 
Permeabilitat der Ammoniumsalze einer férdernden Beeinflussung de 
Permeabilitat der Kationen oder der Anionen zu verdanken ist (bis aut 
weiteres wird auBerhalb der Diskussion gelassen, ob das Kation als 
NH, oder als NH, passiert). Die Ergebnisse der friiher veréffentlichten 
Versuche wurden zugunsten der Auffassung gedeutet, daB die fordernad: 
Wirkung der Kohlensaéure auf die Permeabilitat die Anionen betri/it 
hiergegen spricht aber entschieden eine Reihe von Beobachtungen der voi 
liegenden Arbeit. Die Auswechselungsversuche wurden hier in gréBerem 
Umfange wiederholt, wobei die Jonenkonzentration der Blutkérperchen 
und der Lésung, in welcher dieselben aufgeschlemmt wurden, teils aul 
elektrometrischem Wege, teils auf dem Wege chemischer Analysen be 
stimmt wurde. In diesen Versuchen wurde kein EinfluB der Kohlen-saur 
auf die Auswechselungsgeschwindigkeit der Anionen wahrgenommen 
Die Versuche beweisen, da eine Reihe von Ionen: Chlor-, Brom-, Jod-. 
Nitrat- und Oxalséureionen, sehr rasch permeieren. Ein Vergleich 
dieser Permeationsgeschwindigkeiten mit den Hamolysenzeiten in 
Lésungen der betreffenden Ammoniumsalze erweist, daB sie miteinande! 
gar nicht iibereinstimmen, sondern daB letztere zu langsam sind, wahrend 
sie mit den in Gegenwart von Kohlenséure beobachteten Haimolysezeiten 
gut iibereinstimmen. Diese Versuche deuten stark darauf hin, dal 
Ammonium langsam permeiert, und da die Permeabilitat desselben 
von der Kohlensaure geférdert wird. Falls die Permeabilitat des Kation- 
in anderer Weise erhéht wird, erreicht man denn auch dasselbe Ergebnis 
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Wird in Hamolyseversuchen das Ammoniumion durch ein Aminion, 
z. B. Diadthylamin, ersetzt, beobachtet man erstens, dab die Kohlen- 
sdaure auf die Permeabilitét der Salze des letzteren die gleiche Wirkung 
ausibt wie auf die Ammoniumsalze, indem die Hamolvsezeiten stark 
abgekiurzt werden. Bei Zusatz so viel freien Amins, daB py auf 11 ver- 
schoben wird, wird sich nunmehr zwischen den Hamolysezeiten det 
Versuche mit und ohne Kohlenséure nur ein geringfiigiger Unterschied 
erweisen die Hamolysezeit ohne Kohlensaure ist’ viel kleiner 
geworden, was sich dadurch erklaren laBt, daB das Didthylamin nunmeht 
als freies Amin permeiert, welches sicher lipoidléslich und deshalb leicht 
permeierend ist. 


Wenn das gleiche mit Ammoniumsalz bei alkalischer Reaktion nicht 
stattfindet, so mu angenommen werden, dali NH, in der Tat durch- 
aus nicht besonders leicht permeiert. 


Netter (8) hat beobachtet, daB NH, bei stark alkalischer Reaktion 
nur mit Schwierigkeit in die Blutkérperchen eindringt, wenn dieselben 
in einer Zuckerl6sung aufgeschlemmt waren. Er vermutet, daB die 
Poren der Membran bei dieser Reaktion so viel enger geworden sind, 
da®B das Eindringen gehemmt wird: diese Vermutung stimmt aber 
nicht damit iiberein, da die Hamolysezeit fiir Glycerin bei Ver- 
schiebung von pa 7 auf py ll unverandert bleibt. Seine Beobachtung 
entspricht dagegen der Auffassung, daB NH, langsam  permeiert, 
und bei stark alkalischer Reaktion ist weit mehr NH, als NH, 
vorhanden. 


Es meldet sich dann die lebhaft diskutierte Frage, ob das Kation 
der Ammoniumsalze als NH, oder als NH4 passiert: die gewohnliche, 
von Jacobs (7) stark befiirwortete Auffassung ist diejenige, daB die 
Membran von NH, und nicht von NH, passiert wird. Dies stimmt 
aber sehr schlecht mit den bei NH,Cl bei verschiedenem py ohne CO, 
gefundenen Hamolysezeiten iiberein. Es stellt sich namlich heraus, 
daB die Hamolysezeit ungefahr die gleiche bleibt, ob man dieselbe bei 
pu 6.2, 7,3, 9,5 oder 11 verlaufen laBt. trotzdem bei py 11 1 Million Mal 
so viel freies Ammoniak vorhanden ist als bei pa 5. (Fiir Schweineblut 
findet man bei alkalischer Reaktion wesentlich langere Zeiten.) Die 
Versuche deuten stark darauf hin, daB die Blutkérperchenmembran 
fiir das Ammoniumion permeabel ist. 


Falls man von der Auffassung ausginge, daB Ammonium als NH, 
passiere, ware es denkbar, das die Kohlenséiure dessen Eintritt in der Weise 
fordere, daB sie es in den Blutkérperchen neutralisierte. Damit dieser 
Vorgang fiir das Quellen der Blutkérperchen Bedeutung haben sollte, 
miiBte man sich vorstellen, daB die Kohlensaiure einfach aus der AuBen 
lésung aufgesogen wiirde. 

. 
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Dies war von vornherein unwahrscheinlich und wird durch folgen 
Beobachtungen widerlegt : 


1. miiBten andere Saéuren, wie Essigsaiure, Ameisensaiure und Borsaui 
in diesem Falle die gleiche Wirkung ausiiben wie die Kohlensiaure, ind: 
thre Permeationsgeschwindigkeit hinreichend gro} ist, 


2. braucht man sich einen derartigen Neutralisierungsvorgang 


nicht vorzustellen, weil nachgewiesen worden ist, dali die angewandte: 
Jonen sehr rasch permeieren, was ohne Zweitel ebenfalls mit Hvdroxylion 
der Fall ist, 

3. laBt sich durch Versuche direkt nachweisen, daB die Kohlensaur 
nicht aus der AuBenlOsung aufgesogen zu werden braucht. um die Quellung 
veschwindigkeit zu beeinflussen. 


Um dieses nachzuweisen, wurden 27 Vol.-°,, CO, (0.012 mol.) ent 
haltende Kaninchenblutkérperchen mit gleichen Teilen einer Losung, di 
sowohl in bezug auf NaCl und NH,Cl */,n, aber CO,-frei ist, gemischt 
Nach Verlauf einer verschiedenen Zeit werden die Proben in Hamatokrit 
rohren abzentrifugiert und das Volumen abgelesen. 





' ‘ Volumen der Blutkérperchen * 
7 Min. peal 
aa ak (Kaninchen) 


1 52 
2 48 
6 46 
8 42 


Die nach 8 Minuten eingetretene Entquellung wird in einer spiteren Arbeit besprocher 


Das Maximalvolumen ist also nach Verlauf 1 Minute erreicht worden 
(zum Vergleich sei angefiihrt, daB das Blutkérperchenvolumen in eine) 
1/en NaCl-Lésung 37 ist), eine Quellungsgeschwindigkeit, welche 10 bis 
20 Vol.-°,, CO, vorziiglich entspricht. In diesem Versuch kann die Kohlen 
sdure fiir die Neutralisierung des Ammoniaks keine Bedeutung gehabt 
haben, und nichtsdestoweniger ist ihre permeabilitatsf6rdernde Wirkung 
erkennbar. 

E. Schiédt hat in einer gréoBeren Arbeit die Permeationsgeschwindigkeit 
von Ammoniumbromid fiir Menschenblutkérperchen mittels der Hamato 
kritmethode untersucht. Er benutzt das Ficksche Diffusionsgesetz, welche- 
er unter gewissen plausiblen Voraussetzungen integriert. was ihm e1 
moéglicht, seine Volumenmessungen in einer Diffusionskonstante zusammen 
zutassen. 


Schwankungen der Quellungsgeschwindigkeit fiihren eine Anderung 
der Konstante herbei. und zwar derart, da letztere bei Zunahme de 
Quellungsgeschwindigkeit gréBer wird. Er beobachtet, daB sich die gleich: 
Quellungsgeschwindigkeit in siimtlichen Versuchen nur schwierig erreichen 
laBt, unter anderem quellen die Blutkérperchen rascher. wenn die Salz 
losungen alt und ebenfalls wenn dieselben infiziert sind. Die Annahme liegt 
sehr nahe, daB diese Veranderung der Permeabilitét der Kohlensaéure zu 
verdanken ist. Ubrigens lit sich aus dem langsamen Quellen in Schiédts 
Versuchen die SchluBfolgerung ziehen, da®B seine Lésungen nur ziemlich 
geringfiigige Kohlensiiuremengen enthalten haben kénnen. Im _ Verfolg 
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meiner Versuchsergebnisse darf man deshalb davon ausgehen, daB die 
Permeationsgeschwindigkeit des Ammoniumions der Gegenstand seiner 
\Messungen gewesen ist und nicht, wie er selbst meint, diejenige der Anionen. 

Die Quellungskurve hangt indessen nicht allein von der Permeations- 
veschwindigkeit des Ammoniumchlorids. sondern auch von Auswechslungen 
monovalenter gegen divalente lonen ab, indem ebenfalls derartige Aus- 
wechslungen Volumenverainderungen veranlassen kénnen, und Schiddt hat 
inseiner AuBenlosung groBe Oxalat- oder Phosphatmengen. Dieser Umstand 
-chheBt in sich die Getahr, daB Ficks Gesetz bei den angewandten Versuchs- 
hedingungen nur Giiltigkeit besitzt. wenn sehr kleine Kohlenséuremengen 
vorhanden sind; denn wahrend die Permeationsgeschwindigkeit der 
Ammoniumionen von der Kohlensaéure sehr stark beeinfluBt wird, ist dies 
mit der Auswechslungsgeschwindigkeit von Anionen nicht der Fall. 


Nunmehr kann die Frage gestellt werden: Gibt es denn keine 
Beobachtungen, welche gegen eine Beeinflussung des Kations und zu- 
gunsten einer Beeinflussung der Anionen sprechen? Ejinige Versuche, 
aus welchen hervorging, daB die Kohlensiure die Permeabilitéat ver- 
schiedener Ammoniumsalze in verschiedenem Grade beeinfluBt, méchten 
nach dieser Richtung hin deuten. So wurde z. B. in einigen Versuchen 
beobachtet, daf§ die Kohlensdéure das Quellen der Blutkérperchen in 
einer Ammoniumsulfatlésung nicht gefordert hat. Kine nahere Unter- 
suchung hat indessen erwiesen, daB dies dem Austritt von Kalium aus 
den Blutkérperchen zu verdanken ist. Schwieriger erklarbar ist es, daB 
die Kohlensaure die Haimolysezeit in Ammoniumacetat- und -propionat- 
losungen tberhaupt nicht abkiirzt. 

Es zeigt sich indessen, daB Acetat und Propionat, wenn dieselben 
in starkeren Konzentrationen vorhanden sind, selbst auf die Blut- 
kérperchenmembran eine Wirkung ausiiben, so daB die Hamolyse- 
zeiten bei z. B. NH,Cl abgekiirzt werden. Dies erklart wahrscheinlich, 
daB die Kohlensiure keine Wirkung haben kann, sagt uns aber nichts 
dartiber, wie weit die Acetat- und Propionatwirkung das Kation oder 
die Anionen betrifft. Die Wirkung des Acetats auf die Membran muh 
wahrscheinlich als eine Salzwirkung aufgefaBt werden. Eine Frage 
bleibt noch offen, und zwar in welcher Weise die Kohlensaure die 
Membran beeinfluBt ? 

Wahrscheinlich nicht auf dem Wege einer Erweiterung der Poren, 
denn dann ware auch zu erwarten, das die Permeabilitat der 
Anelektrolyten durch die Kohlensaiure geférdert werden wiirde. und 
dies ist nicht der Fall. 

Am wahrscheinlichsten ist es vielleicht, da die Kohlensaure in der 
Membran Poren aufmacht, welche normalerweise geschlossen sind, z. B. 
aber wahrend der Entwicklung der Zellen offen gewesen sind. Diese 
Fragen sind noch zu wenig erforscht, um eine nahere Erérterung zu 
gestatten. Der Gedanke liegt indessen nahe, den EinfluB der Kohlen- 
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siure auf die Permeabilitat der Kationen unter mehr physiologische 
Verhaltnissen zu untersuchen, um dadurch iiber die fiir die Perme 
bilitat der Kationen geltenden Gesetze nahere Aufschliisse zu gewinne: 


Zusammenfassung. 

Die friher nachgewiesene Wirkung der Kohlensaéure auf die Hamo 
lysezeit in Ammoniumsalzlésungen wird auch in Versuchen beobachtet 
wo man die Quellungsgeschwindigkeit verfolgt. Die Quellung: 
geschwindigkeit wird sehr stark gesteigert. Eine Methode wird aufgestellt 
die diesen Vorgang mittels Photozelle verfolgt. Eine Reihe verschieden 
artiger Versuche laBt annehmen, daB die fordernde Wirkung der Kohlen 
saure die Permeabilitat der Kationen und nicht diejenige der Anione 
betrifft. 

Diese Wirkung gilt nicht fiir das Ammoniumion allein, sonder 
auch fiir Aminionen. 

Die Versuche deuten darauf hin, dai Ammoniak langsam pet 
meabel ist und da} Ammonium als lon passiert. 


Literatur. 

1) Orskov, Pfligers Arch. 231, 680, 1933. 2) Mond u. Gertz, ebenda 
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Luther, Physiko-chemische Messungen 1981, S. 597. 6) Jacobs, Proc 
Amer. Phil. Soc. 70, 363, 1931; 70, 167, 1931. 7) Jacobs, Ergebn. d. Biol 
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Untersuchungen tiber Atmung und Girung pathogener Bakterien. 
Il. Mitteilung: 
Bestimmung der Stoffwechselquotienten pathogener Bakterien'. 
Von 
Akiji Fujita und Takeshi Kodama. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Kitasato-Instituts, Tokio, 
Japan.) 


(Eingegangen am 3. Januar 1934.) 


Seitdem Warburg? die manometrische Bestimmungsmethode aus- 
gebaut und grundlegende Untersuchungen iiber ‘Tumorstoffwechsel 
ausgefiihrt hat, sind viele wichtige Arbeiten iiber Atmung und Garung 
hesonders der tierischen Gewebe, Hefen, Essigbakterien, Milchsaure- 
bakterien usw. erschienen. Uber Atmung und Giirung pathogener 
Bakterien sind indessen nur wenige quantitative Untersuchungen 
bekannt geworden, namlich iiber B. coli communis (Rona und Nicolai, 
Cook u.a.4), Staphylococcus pyogenes albus (Nicolai und Kageura®), 
Gonococcus ( Barron, Guzmann u. a.*®), Pneumococcus (Finkle*), B. tuber- 
culosae (Dieckmann und Menzel’), B. diphtheriae (Ehrismann®). Ab- 
gesehen von den letzten drei Untersuchungen sind die Bakterienmengen 
nicht genau gemessen worden, und daher sind Stoffwechselquotienten 
der pathogenen Bakterien, welche direkt mit denen der Saugetier- 
gewebe usw. vergleichbar sind, noch nicht bekannt. Wir haben deshalb 
zuerst die Stoffwechselquotienten verschiedener pathogener Bakterien 
bestimmt und weiterhin die Eigenschaften der Atmung und Garung 
systematisch untersucht. 


1. Herstellung der Suspension. 


Da die pathogenen Bakterien in den Saéugetiergeweben leben, sind die 
optimalen Lebensbedingungen etwa dieselben wie beim tierischen Gewebe. 
Daher verwenden wir als Suspensionsfliissigkeit dieselbe Ringerlésung, 
die Warburg bei seinen Messungen mit tierischen Geweben benutzt hat. 


1 Teilweise schon am 2. April 1930 beim Mikrobiologischen KongreB 
zu Osaka und am 15. Oktober 1930 beim Biochemischen KongreB zu Tokio 
vorgetragen. Der Reichsakademie (Teikoku-Gakushiin) danken wir er- 


gebenst fiir die Unterstiitzung dieser Arbeit (193i). 2 Uber den Stoff- 
wechsel der Tumoren. Berlin 1926. 3 Diese Zeitschr. 172, 82, 1926; 172, 
212, 1926; 187. 328, 1927. ' Biochem. J. 24, 1526, 1930; 24, 1538, 1930; 
25, S80, 1931. > Diese Zeitschr. 196, 246, 1928. ® J. of biol. Chem. 97, 
691, 1982. 7 J. exper. Med. 53, 661, 1931. 8 Zeitschr. f. Hyg. 113, 709, 
1932. ® Centralbl. f. Bakt. I Orig. 127, 111, 1932. 
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Vier bis zehn frische Schrigagarkulturen (18 bis 20 Stunden bei 37° ( 
wurden mit Platinése abgeimpft, die Bakterien in 20 ccm Ringerlésun; 
mit 0,5°, Glucose gleichmaéBig suspendiert, unter Umstanden mit Watt: 
oder Filtrierpapier filtriert, und nach Zentrifugierung wurde die obenstehend: 
Flissigkeit abgegossen. Die Bakterienmasse wurde gleichmaBig in Ringe: 
lé6sung suspendiert, in Hamatokrit mit gréBerem Kapillarteil (Durch 
messer etwa 4mm) abzentrifugiert, das Sediment wurde mit einer Kapillar 
pipette von Beimengungen befreit und in geeigneter Menge Ringerlésung 
suspendiert. Zur Bestimmung des Bakterienvolumens wurde eine bestimmt e 
Menge dieser L6sung in Hamatokrit mit kleinerem Kapillarteil (Durchmesse: 
etwa 1,5 mm) bis zur Volumenkonstanz stark zentrifugiert und das Volumen 
abgelesen. Fiir die eigentlichen Versuche wurde die Bakteriensuspension 
auf geeigneter Konzentration verdiinnt. Die von uns gebrauchten Nahr 
béden wurden, wenn nicht besonders erwahnt, immer mit Pferdefleisch 
und Teruuchi-Pepton hergestellt. Fiir Blutagarnéhrboden wurde defibri 
niertes Pferdeblut im Verhaltnis von 5°, benutzt. 


2. Abwigen der Bakterienmasse. 


Nach dem Ablesen des Volumens wurde der Innenraum des Hamatokrit~ 
oberhalb der Bakterienmasse mit destilliertem Wasser gewaschen, dic 
Bakterienmasse im Trockenschrank von 105°C bis zur Gewichtskonstanz 
getrocknet und nach dem Erkalten mit der Mikrowaage gewogen. Das 
Gewicht der etwa zwischen den Zellen tibrigbleibenden Ringerlésung ist als 
klein zu vernachlassigen. Das Verhaltnis Volumen (emm)/Trockengewicht 
(mg) betrigt bei den meisten Bakterien 4,0 bis 5,0. Bei Pneumokokken 
und Keuchhustenbazillen war es noch gréBer. Ein Beispiel zeigt Tabelle 1. 


Tabelle 1. 
B. diphtheriae (20 Stunden bei 37°C auf Blutagarnahrboden). 





Ablesung des Volumen Trockengewicht , i 

Haimatokrits emm mg Senne 
37,9 72,5 14.45 5.02 
63,0 45,2 8,74 5,17 
61,9 43,7 8.85 4.94 


Wenn die Verhaltnisse einmal bestimmt sind, kann man aus dem 
Volumen das Trockengewicht ungefihr berechnen. Wenn genaues 
Trockengewicht nétig war, haben wir jedesmal das Trockengewicht 
direkt bestimmt. 


3. Versuch zur Bestimmung der Gasproduktion bei anaerober Girung. 


Wenn man fiir die Stoffwechselmessung die Warburgsche Methodik 
anwenden will, muB zuerst bestimmt werden, daB die Bakterien auBer 
der CQ,, die durch produzierte Saéure aus Bicarbonat entstanden ist, 
kein Gas anaerob produzieren; wir haben nach Negelein! folgender- 
maBen gearbeitet. 


1 Diese Zeitschr. 158, 121, 1925. 
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In jedem Ansatz der zwei kegelférmigen GefaBe wurde iiberschiissige 
Saure gegeben und vor und nach dem Versuch die Saéure im Ansatz zu der 
Fliissigkeit im Hauptraum (Ringer mit Bicarbonat und Glucose) eingekippt. 
Aus der Differenz der dadurch entstandenen CO, kann der Bicarbonat- 
verlust entsprechend der Saéureproduktion bestimmt werden. Durch Ver- 
gleich mit der direkt gemessenen CO,-Menge kann man die (asproduktion 
bestimmen (Protokoll 1). 


Wir konnten so bei den folgenden Bakterien keine Gasproduktion 
(innerhalb der Fehlergrenze der Messung von 4°) nachweisen. B. di- 
phtheriae, Staphylococcus pyogenes aureus, citreus und albus, Strepto- 
coccus, Enterococcus, Pneumococcus Typ. 1, 11 und II, B. influenzae, 
B. pertussis Bordet-Gengou, Meningococcus, Gonococcus, B. pyocyaneus, 
B. anthracis, Proteus vulgaris, Vibrio cholerae, B. dysenteriae Shiga, 
B. paradysenteriae Schmitz und Fleaner-Y, B. paradysenteriae Ohara- 
Mita (identisch mit B. dysenteriae Kruse-Sonne) und B. typhosus. 


Die mit gasproduzierenden Bakterien gewonnenen Resultate sind 
in Tabelle IT zusammengestellt. 


Tabelle LI. 





Ne ac , 
x,” als emm CO, 


Bakterienarten —_—_——— —_—_——_——— Differenz Gasproduktion 
durch direkte aus Abnahme des 
Druckmessung _ Bicarbonatgehalts 0), 
B. paratyphosus A . 164.5 135 + 29,5 + 17,9 
B. paratyphosus B . 199 133 + 66 + 33,2 
3. coli communis. 175 149.5 + 25.5 + 14,6 
BD. weignn .. 3. 435 259 + 176 + 40,5 
B. histolyticus i 23,4 19,6 + 3,8 + 16.2 
B. tent. kk 15,2 9,9 + 53 + 34,9 


4. Bestimmung der Stoffwechselquotienten. 

Wir haben nach der verbesserten Methode von Warburg die Stoff- 
wechselquotienten der verschiedenen Bakterien in Ringerlésung mit 
Glucose bestimmt, wobei der respiratorische Quotient immer gleich 1 
angenommen wurde. Um die individuellen Schwankungen zu bestimmen, 
haben wir mit dem unter denselben Bedingungen kultivierten Staphylo- 
coccus pyogenes aureus sieben Versuche durchgefiihrt. Die Schwan- 
kungen betragen etwa 20°, vom Mittelwert (vgl. Tabelle III und 
Protokoll 2). 

Weiterhin wurde untersucht, ob die Stoffwechselquotienten der- 
selben Bakterien, die unter verschiedenen Bedingungen kultiviert 
wurden, immer gleich bleiben. Dazu haben wir B. diphtheriae und 
B. paradysenteriae Ohara- Mita gewahlt, da sie bekanntlich je nach den 
Kulturbedingungen besonders leicht ihre morphologischen und biologi- 


24* 
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Tabelle ILI. 
Staphylococcus pyogenes aureus, 18 bis 20 Stunden bei 37°C au 
gewOhnlicher Agarschragkultur. 





= Os No 

Nr. Yo. Va? VG 

1 $2.0 + 26,0 + 38,9 
2 ~ 91,7 12,3 + 31,4 
3 $2.7 + 12,0 + 24.0 
4 — 95,5 10,8 + 30,4 
5 76.0 +199 + 39.4 
6 — 86,7 + 184 + 27.8 
7 ~ 60,2 18.6 + 37,8 
Mittel: — $2,1 + 16,9 + 32.8 


schen Eigenschaften andern. Die Resultate sind in Tabelle IV und \ 
angefiihrt. Die Zahlen zeigen die Mittelwerte der zwei bis drei Versuche 


Tabelle IV. 


Bb. diphtheriae, 37°C, 18 Stunden. 





Kulturbedingung Vo. ( 2 Qh: Bemerkungen 
ee — 67,0 +363 + 98,5 Stabchenformig, bedeutende Po 


kérperchenbildung. 


Blutagar (anaerob) — 136.0 + 86.7 + 243,0 Kurze Stibchen- bis Kokken 
; form. Spirliche Polkérperchen 

Gewohnlicher Agar — 66,4 +52,8 +4 145.5  Typische Lojler-Form. 

Liffler-Serum . . 55.2 + 9.7 + 67,9 Viele schwer farbbare Teile 


schlanke typische Loffler-Form 
Bouillon ... : 94.8 + 62,3 Stabehenform Hautchen anf 
der Oberflache der Fliissigkeit 


5%iger Gallenagar — 202 _ + 56.0 Involutionsform. Weiterziicl 
tung schwer. 


2° iger LiCl- Agar — 858 +25,7 + 73,0 Stabechenform. Kleine Kolonier 
1° ,iger Glucoseagar — 40.0 +31,1 + 66,6  Stabchenform. Schnelles Wachs 


tum. 


Tabelle V. 


B. paradysenteriae Ohara-Mita. 





Kulturbedingung O Io Qi? Qh: Bemerkungen 


R-Form — 172 + 29 +4189 


= | fv- 

Gewohbnl. Agar | S-Form — 185.5 ae ee +. 254 

Blutagar. . . .. . . . —194,2 + 82 +245 Schleimiger Belag. 

2%iger LiCl-Agar . . . —101 + 22,2 +124  Schleimiger Belag. Kokken- 
form. 

1%iger Glucoseagar. . . —130  +18,1 +253  GroBe Stabehenform. 

Wie oben (anaerob). . . — 944 +502 +268 Stibchenform. 

Endo-Agar. . . . . . . —182,3 + 37,2 +233 Fadenform, lange Stabchen- 


form 
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Die Werte in Tabelle V sind mit #-Form gemessen, auBer den mit S 
vezeichneten. Der schleimige Belag muB vorher mit bicarbonathaltiger 
liissigkeit gewaschen werden, um konstante Werte zu bekommen, besonders 
beim Versuch mit NaCl-Phosphatlésung. 

Wie ersichtlich, sind die Stoffwechselquotienten nicht konstant, 
sondern je nach den Kulturbedingungen bedeutend verschieden. Bei 
Diphtheriebazillen wird der Quotient nach anaerober Ziichtung auf 
Blutagarnahrboden bedeutend vergréBert, besonders deutlich war die 
Zunahme der anaeroben Garung. Bei Léffler-Serumnahrboden war 
die Abnahme der aeroben Garung besonders auffallend. Bei anderen 
Nahrbéden waren die Atmung und Garung herabgesetzt. 

Bei Ohara-Mita-Bazillen sind die Unterschiede zwischen S- und 
R-Form nicht sehr groB. Bei gewohnlicher Agar- und Blutagarkultur 
war die aerobe Garung im Vergleich mit anderen Kulturen klein. Bei 
anaerober Ziichtung war die Atmung vermindert und die aerobe Garung 
bedeutend vergréBert, wie beim Falle von Hefezellen (Warburg!). 


Tabelle VI. 





Bakterienarten ‘eine Vo, Qe? qs Bemerkungen 
B. diphtheriae... . . Blutagar — 67 + 36 + 99 
B. Ohara-Mita . 2... 172 + 2 +4189 &-Form 
B.typhowe ....... 14 —131 + 52 +224 
B. dysenteriae Shiga. . . ~ 68'+ 40 + 165 
b. paradysenut. Schmitz. . Gewohn! 109 + 8 +150 
B. paradysent. Flerner- Y eae 59'+ 88 +174 
VOGRUISIGe. f. ce. — — 65'+ 12 + 68 
Staphylococcus aureus . . 82;+ 26; + 39 
- citreus . . 76 + 20 + 389 
* albus. . — 60 + 19 + 88 
Enterococcus haemolyticus 29 + 168 [+ 162] 
Streptococcusa@., . . .. 76 + 173 [+ 146] 
Streptococeus f typic. . . 58 + 83 + 106 Sehwache Virulenz, 


MLD (Maus): 
0,1 emm. 
ee 89 + 61 + 74. Starke Virulenz, 





“ MLD (Maus): 
10-5 emm. 
Pneumococeus I* . . . Blutagar 106 + 221 398 Avirulent. 
‘ | oe her eee 66 + 145 [+ 134] MLD (Maus): 
10-4 ¢emm 
4 I* . ; 170 + 207 | nm 88] Avirulent. 
| 1) ar —115 143 | 93] MLD (Maus): 
10-5emm, 15 mal 
Méusepassage. 
Meningocovcus . . . . . 8S ~O NO 
B. influenzae... .. . Chocolate 66 + 72 [+ 47] 
agar“ 
B. Bordet-Gengou. . . . Blutagar - 24 ~0 w~0O 


B. anthracis .... .. Gew. Agar 56 wo + 5 


1 Diese Zeitschr. 189, 350, 1927. 
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Die gefundenen Stoffwechselquotienten der verschiedenen Bak 
terienarten sind in Tabelle VI angefiihrt. 

Virulente Stémme haben Kapseln. Zur Trockengewichtsbestimmun 
wurde das Gewicht der Kapsel mitbestimmt. Die eingeklammerten Zahle: 
bedeuten die Faille. wo QX: kleiner war als Qe. 


Bei der Berechnung der Quotienten wurde vorausgesetzt, daB di: 
entstandene Saure ausschlieBlich von der Garung stammt. Wenn di 
Atmung unvollstindig ist und andere Saéuren als CO, entstehen, wird 
ste als Gadrung ausgedriickt. Wie aus der Tabelle VI ersichtlich, sieht man 
bei einigen Bakterien die anaerobe Garung kleiner als die aerobe. Ol 
dies von der unvollstaéndigen Oxydation oder von anaerober Zell 
schadigung kommt, bleibt vorlaufig dahingestellt. 

Der Stoffwechsel der gasproduzierenden Bakterien wie Paratyphus 
bazillen, Colibazillen und obligat anaerobe Bazillen ist mit diese 
Methode nicht ohne weiteres zu bestimmen.  Derartige Bakterien 
werden nachher besonders untersucht. Die Angabe von Finkle! 
nach dem die Q': -Werte der Pneumococcen zwischen R- und S 
Typus sehr verschieden sind, konnten wir mindestens mit unseren 
Stammen nicht bestatigen. 


5. AtmungsgréBe und Katalasegehalt. 

Da nach der Dehydrierungstheorie von Wieland? bei der Sauerstoff- 
atmung zuerst H,O, entstehen mu, kénnten zwischen Atmungsgrébe 
und Katalasegehalt gewisse Parallelitét bestehen. Wir haben mit den 
gleichen Bakterienstammen gleichzeitig Atmungsgr6Be und Katalase- 
gehalt bestimmt. Der Katalasegehalt wurde manometrisch nach 
Fujita und Kodama* bestimmt. Die Resultate sind in Tabelle VII 
gezeigt. 

. Tabelle VIL. 





Bakterienarten Yo, |VKat. Bakterienarten Yo, Kat 
B. typhosus . . . .. .|—131 > 770] B. dysenteriae Shiga . . ||— 68 0 
B. paradysenteriaeI. . . | —109 600] V. cholerae ...... —65 46 
Pneumococeus I. . . . . | — 106 0} B. diphtheriae. . .. . 64 9009 
Staphylococeus aureus. . — 82 3409] Streptococcus 3¢. . . . —58' 370* 
Staphylococcus citreus. . 76 6000] B. anthracis. .. ... 42 58 





* Bei der Kultur auf blutlosem N&hrboden wurde der Qkat. Null. 


‘ J. exper. Med. 53, 661, 1931. — ? Ergebn. d. Physiol. 20, 477, 1922; 


Zeitschr. f. angew. Chem. 44, 579, 1931; Uber den Verlauf der Oxydations- 
vorgange, 1933. — 3 Diese Zeitschr. 232, 20, 1931. 
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Atmung und Garung pathogener Bakterien. 


I. 373 


Wie aus der Tabelle VII ersichtlich, gibt es unter den Bakterien 
solche, die trotz der starken Atmung keine Katalase enthalten, wie 


Pneumococcen, und 


solehe, 


Katalasegehalt zeigen, wie Diphtheriebazillen. 


Bakterien haben 


kleine 


oder nicht 


fahigkeit und gleichzeitig keine Katalase. 


Zusammenfassung. 


die kleine Atmung und sehr groben 


Die obligat anaeroben 


bedeutende Sauerstoffatmungs- 


Von den verschiedenen pathogenen Bakterien wurde die An- 
und Abwesenheit der Gasproduktion manometrisch-quantitativ  be- 


stimmt 
angegeben. 


und die Stoffwechselquotienten gemessen und_ tabellarisch 


Im Falle von B. diphtheriae und B. paradysenteriae Ohara-Mita 


wurde gezeigt, dab die 


Quotienten fiir 


bestimmte 


Bakterienarten 


nicht konstant sind, sondern sich je nach den Kulturbedingungen 


bedeutend andern 


kénnen, und 


Katalasegehalt keine Parallelitat besteht. 


Pro GetéB 1,03 mg (trocken) Bazillen. 
5% CO, + 95% 


38° C. 


Protokoll 1. 


B. coli communis. 


N,. (Mit geglithtem 


befreit.) 


da zwischen 


Ringer mit 0,5°, 


AtmungsgréBe und 


Glucose. 


Kupfer von QO,-Spuren 





Nummer der Gefafie ..... 
Fliissigkeitsvolumen (cem) . . 


Gasvolumen (cem) 


Gefibkonstante (qmm)... . 


sicarbonatbestimmung . 


0,7 Suspension 


vy 0,14 °/oige 
\ Citronenséure 
Vg = 17,93 
keo, = 1,62 
Mik + 232 mm 
LOO — 376 ecmm 


Abnahme des Bicarbonats in t’ — t,: 376 


standene Gasmenge (als ((Q,): 180 ¢mm. 


180 — 154 
180 


- 10) 


14.5°,. 


0,7 Suspension 


Up 0,1 4 °/oige 
Citronensiure 
Ug = 20,00 
keo. = 1,80 
Druckzunahme in t' — fy 


30 Min.: 
H + 100 mm 


r co, + 180 emm 


Jicarbonat: 


Picom 123 mm 
209, 
LC, 222 emm 
222 l54emm.  Ent- 


Gasproduktion (als CQ,): 








374 A. Fujita u. T. Kodama. 


Protokoll 2. 
Staphylococcus pyogenes aureus, Gewohnliche Agarschrig 
kultur. 


IS Stunden bei 37°C, Bakterienmenge in 2,0 cem Suspension: 6,86 ¢mn 
1.97 mg (trocken). Temperatur des Thermostaten: 38° C. 





Nummer der GefliBe .....- 1 2 3 

Fliissigkeitsvolumen (emm) . . vy 2.0 Up = 70 Up 2.0 

Gasvolumen (ccm) .... = Ug = 11,47 UG 6,92 Uy 10,86) 

Gefiifkonstante (qmm) ... . ko, = 1,018 Ky, 0,625 keg, = 1,065 
Keo, 1.119 Keo, 0.996 

ROO i. seca Se wo 59') COg + 959 Luft 59/9 CO. + 95% '9 N 


Druckanderung (mm) 


10 Min. + 3,5 ISD + 12 
10, + 4,0 29,0 + 12,5 
‘oO . + 35 = 965 + 12 
a. . L. £1.) — 860 + 36.5 
ber. fiir 60 Min. . .. . + 22,0 — 172 + 73 
ber. fiir gleiche Bakterien- 
| ae ae a aie a ae h + 93 H M2 2i7 h 1. 3% 
49.1 
( No L779 
Lo, — 149.4 Ig + 185.5 L¢: + (0,6 


Vo, = 16 Wi? = +199 C= + 39.4 








Bestimmung 
einiger Aminosiuren im Globulin der Sonnenblumensamen. 


Von 
A. W. Blagowestschenski und T. A. Schubert. 
Aus dem Biochemischen A. Bach-Institut des Volkskommissariats— fiir 
Gesundheitswesen in Moskau.) 


(Eingegangen am 6. Februar 1954.) 


Im Jahre 1925 hat A. W. Blagowestschenski (1) darauf hingewiesen, 
daf in Sturin aus Acipenser sturio 7,8°, des Stickstoffs im stabilen 
Imidazolring des Histidins enthalten sind, wahrend in den Protaminen 
der Teleostier (Salmo salar, Clupea harengus, Scomber scomber) viel 
yeringere Anteile des Stickstoffs, und zwar etwa 4°,, in der Ringform 
vorliegen. Dazu ist der Ring in diesem Falle ein anderer, denn man 
fand in den untersuchten Protaminen der Teleostier an Stelle von Histidin 


das Prolin, mit seinem viel weniger bestandigen Pyrrolidinkern, in 
dem die Iminogruppe ihre vielfaltige Reaktionsfihigkeit beibehalt. Den 
hohen Histidingehalt des Sturins stellte Blagowestschenski mit dem 
Umstand in kausalen Zusammenhang, daB die Gruppe der ganoiden 


Knorpelfische (Ganoidei chondrostei), zu welcher der Stér gehdrt, 
zweifellos zu den altesten Vertretern der Klasse der Fische zu rechnen 
ist. Der hohe Histidingehalt des Sturins ist daher keine Zufalligkeit, 
sondern ein Spezialfall des allgemeinen Gesetzes der chemischen Evolution 
der Organismen, demzufolge sowohl die individuelle wie die phylogene- 
tische Alterung der Organismen durch die fortschreitend zunehmende 
Tendenz des Protoplasmas gekennzeichnet ist, stabile cyclische Ver- 
bindungen zu produzieren., 


Obige Anschauung fand eine neue Bestaétigung in der Arbeit von 
Lissitzin und Alexandrowskaja (2), die bei der vergleichenden Untersuchung 
der Protamine eines Vertreters der Teleostier (Luciaperca scandra) und 
des Hausens (Acipenser huso) feststellten, daB der Histidingehalt im 
Acipenserprotamin denjenigen im Protamin von Luciaperca nahezu um 
das Doppelte iibertrifft. 

Die Untersuchungen von Kossel und Schenk (3) haben gezeigt, daB das 
Heranreifen der Hoden beim Karpfen mit weitgehenden Veranderungen der 
am Aufbau der Nucleoproteide beteiligten KiweiBkoérper einhergeht.  Be- 
merkenswert ist insbesondere die Evolution eines dieser Korper, dem 
alkalischen Cyprinotripepton, das allerdings in sehr geringer Menge auftritt 
(im Juni 0,5°,, im Marz 0,05°, vom Trockengewicht der Geschlechts- 
produkte). Im Juni, wo die Hoden gar keine reifen Geschlechtsprodukte 
enthalten, macht der Histidin-N-Gehalt des Cyprinotripeptons 15,72 °% 
des Gesamtstickstoffs aus, im Winter. wo die Reifung weit vorgeschritten 
ist, steigt der Gehalt an Histidin-N fast auf das Doppelte an und erreicht 
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30,87°.,; in diesem Falle geht demnach die Anhaufung von Histidin avi 
im Laufe der individuellen Entwicklung vor sich. 

Die Untersuchungen von Tadokoro und Abe (4) haben erwiesen, da 
analoge Erscheinungen auch bei den Pflanzen zu beobachten sind. | 
ergab sich namlich, daB bei dem Reifen der Reissamen das Reserveeiwe 
derselben das Oryzenin eine fortschreitende Anderung erfihrt, d 
sich in einer fortschreitenden Zunahme des Histidingehalts &uBert. Aut dies: 
Weise erfolgt auch im Laufe der individuellen Entwieklung der Pflanz: 
beim Altern ihrer Eiweibstoffe ein Umbau der EiweiBmolekiile. bei dem dik 
aliphatischen Ketten der Aminosaéuren zu Ringstrukturen, im Spezialfa 
zum heterocyclischen Kern des Histidins, geschlossen werden. 


Auf Grund der erérterten Tatsachen erschien es von besonderen, 
Interesse, den Gehalt an Histidin und anderen cyclischen Aminosauren 
im KiweiB einer solchen Pflanze zu untersuchen, deren Zugehérigkeit 
zu einer phylogenetisch alten Gruppe des Pflanzenreichs von vorn 
herein bekannt ware. Zu einer solchen Gruppe gehéren ohne jeden Zweife! 
verschiedene (wenn auch nicht alle) Arten aus der Familie Compositae 


Diese Pflanzen, die eine sehr hohe Stufe der morphologischen Speziali 


sierung erreicht haben, kennzeichnen sich zugleich durch eine auBer 
ordentliche Spezialisierung im Sinne der Produktion verschiedene: 
chemischer Substanzen cyclischer Struktur (Alkaloide, Zykloterpene 
Kautschuk). Es war zu erwarten, da auch die Proteine von Ver- 
tretern dieser Familie dieselbe Tendenz zur Cyclisierung kundgeben 
wirden, wie sie fiir die alternden EiweiBkérper der Reiskérner, das 
Cyprinotripepton des reifenden Karpfenhodens und die Protamine 
der Acipenseridae nachgewiesen worden ist. 

Zwecks Priifung dieser Vermutung unternahmen wir das Studium 
des Globulins aus den Samenkernen der Sonnenblume (Helianthus 
annuus). Dieses Globulin ist allerdings vor geraumer Zeit eingehend 
von Osborne und Campbell (5) untersucht worden; eine erneute Unter- 
suchung erschien jedoch bereits in Anbetracht der langen seit jenen 
Analysen verflossenen Zeit gerechtfertigt, zumal die Befunde Osbornes 
und Campbells keine Angaben iiber die Hexonbasen im allgemeinen 
und das Histidin im besonderen enthalten. 

Wir bereiteten das Globulin aus 2 kg entfetteten. geschalten Sonnen 
blumenkernen durch Extraktion mit 6°,iger Kochsalzlésung, Fallung 
mittels Wasser und wiederholte Reinigung durch Auflésen unter schwacher 
Alkalisierung und Umfallung beim isoelektrischen Punkt. Die Ausbeut« 
an reinem EiweiB mit einem Stickstoffgehalt von 18,65°,, des Trocken 
gewichts betrug insgesamt 275g. Zur Hydrolyse wurden 50 g verwendet 
Die Hydrolyse wurde nach der klassischen Methode von Aossel durch 
24stiindiges Kochen mit 33° iger Schwefelsiure ausgefiihrt. Nach Ver 
diinnung des Hydrolysats wurde von einem schwarzen Niederschlag ab 
filtriert, der zur Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl verascht wurde 
(Melaninstickstoff 1). Das Filtrat wurde auf 1 Liter aufgefiillt und darin 
der Gesamtstickstoff bestimmt. Nach Neutralisieren mit heiBer Baryt 
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Osung wurde der Niederschlag von Bariumsulfat und Melanin abfiltriert 
ind griindlich gewaschen. Im Filtrat wurde nochmals der Gesamtstiekstoff 
rmittelt. Die Ditferenz zwischen der ersten und zweiten Gesamt-N-Be- 
timmung ergibt den Stickstoffgehalt der Melanine (Melaninstickstoff I1). 
im Filtrat wurde der Ammoniak durch Vakuumdestillation mit Calcium- 
ivdroxyd aus 5cem Lésung bestimmt. Der gesamte Ammoniak des Filtrats 
wurde durch Eindampfen mit Bariumcarbonat entfernt. Daraufhin wurden 
die Hexonbasen mittels der Silber-Barytmethode getrennt. Das Histidin 
wurde in Form der Silberverbindung unter Neutralisieren und Zusatz 
von Bariumearbonat gefallt, das Silber durch Schwefelwasserstoff entfernt. 
der Histidinstickstoff nach Kjeldahl bestimmt und das Histidin als Di 
chlorid isoliert. Die Silberverbindung des Arginins wurde bei stark alkali 
scher Reaktion niedergeschlagen, mit Schwefelwasserstoff zerlegt, det 
Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt, das Arginin wurde als Flavinat und als 
Cupronitrat identifiziert. Nach Fallung des Arginin-Silbersalzes wurde 
das Filtrat mit H,S entsilbert und das Lysin mit Phosphorwolframséure 
vefallt; nach Bestimmung des Stickstoffs wurde das Lysin als Pikrat 
identifiziert. Das die Monoaminosiuren enthaltende Filtrat vom Lysin- 
Phosphorwolframat wurde von iiberschiissiger Phosphorwolframsaure 
befreit, zur Trockne eingedampft und der bei 100° getrocknete Riickstand 
durch Kochen mit absolutem Alkohol extrahiert. Der Alkohol wurde 
verjagt und der Riickstand mit Wasser extrahiert. Die Bestimmung des 
Gesamt-N und des Amino-N (nach van Slyke) ergab den Prolinstickstoft. 
Der Riickstand nach Extraktion des Prolins wurde in Wasser gelést und 
die Dicarbonsaéuren als Bariumsalze in Gegenwart von Alkohol gefallt. 
Die ubrigen Monoaminosiuren wurden in die Kupfersalze tbergefiihrt. 


Ohne alle Resultate unserer Analysen anzuftihren, teilen wir nur 
dasjenige mit, was in direkter Beziehung zu der von uns aufgeworfenen 


Frage steht: die Bestimmungen derjenigen Gruppen im EiweiS der 
Sonnenblume, die den Stickstoff in stabiler cyclischer Bindung ent- 
halten. Zu letzteren kann das leicht zerstérbare Tryptophan nicht 
hinzugerechnet werden, und dieses wurde daher nicht bestimmt. Urteilt 
man aber nach dem Stickstoff der Melaninsubstanzen (Melanin-N | 
0,.24°, und Melanin-N II 1,07°, vom EiweiBtrockengewicht), so ist 


oO 


der Gehalt an Tryptophan, auf dessen Kosten diese Substanzen in der 
Hauptsache gebildet werden, als ein hoher einzuschatzen. Wir teilen 
auch die Werte fiir Arginin und Lysin mit, da hieriiber keine Angaben 
in der Literatur vorliegen. 


Gehalt der Hexonbasen und des Prolins im Globulin 
der Sonnenblume in Prozenten des Trockengewichts. 
ARQ oe ee tl ws OG Lysin . cee « Fey 


Prwetignmns ww kw ww ESS, Prom . . «6 i + o OE 


Auf diese Weise ist unsere Vermutung iiber die Méglichkeit eines 
hohen Gehalts an Histidin im Molekiil des SonnenblumenciweiBes in 
vollem MaBe bestatigt worden, und dieses Eiwei hat sich, wenn man 
von dem eigenartigen Cyprinotripepton von Kossel und Schenk absicht, 
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als der histidinreichste EiweiBkérper der pflanzlichen und tierisch: 


Welt erweisen. Daneben hat sich auch der Gehalt an Prolin als e; 
hoher erwiesen, wobei zu bemerken ist, daB in unserem Falle die friither: 
Angaben von van Slyke (6) und Engeland (7) eine Bestatigung finde: 
und daB die Methode von Fischer fir Prolin zu niedrige Werte ergibt 
(Nach den Befunden von Osborne und Campbell betragt der Gehalt a 
Prolin im EiweiB der Sonnenblume bloB 2,8 °.) 
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Die Rolle der Citronensiure im Kohlenhydratstoffwechsel. 


Von 
Otto Fiirth, Harald Minnibeek und Emil Edel 
(unter Mitwirkung von Eduard H. Majer und Herbert Reisner). 
(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Wiener Universitat.) 
(Ausgettihrt mit Unterstiitzung der Seegenstiftung der Akademie der 
Wissenschaften in Wien.) 


(Eingegangen am 12. Februar 193 /.) 


Die Tatsache, daB gréBere Mengen von Citronensaure regelmaBig 
mit der Milch zur Ausscheidung gelangen, ist seit langer Zeit bekannt. 
Kirst vor einiger Zeit ist man aber darauf aufmerksam geworden, dab 
die Citronensaéure auch einen nicht unwichtigen Bestandteil des Harns 
und des Blutes bildet und eine offenbar bedeutsame Rolle im Kohlen- 
hydratstoffweehsel spielt. Die Auffindung einer exakten Methode der 
Ciironensdurebestimmung nach dem = Prinzip Stahres (s. unten) hat 
einer niheren Erforschung dieser Rolle die Wege geebnet und auch uns 
veranlaBt, uns mit diesem Problem zu beschaftigen. Die bisherigen 
tesultate unserer Bemithungen, tiber die wir schon vorlaufig berichtet 
haben!, sollen im folgenden mitgeteilt werden. 

Die Vorstellingen, die man sich bisher iiber die Entstehung der 
Citronensdure aus Kohlenhydraten gebildet hat, basieren im wesent- 
lichen auf Beobachtungen tiber Citronensdurebildung durch Pilze, 


insbesondere durch Citromyces-, Penicillium- und Mucorarten, wobei die 
Citronenséurebildung als echte Oaydationsgdrung nur in’ Gegenwart 


reichlicher Sauerstoffmengen vor sich geht. Dieses Forschungsgebiet 
ist erst in jiingster Zeit von A. Bernhauer? in Prag in einer vortrefflichen 
Monographie behandelt worden, so da wir COOH COOH 

uns begniigen dirfen, beziiglich der umfang 
reichen Literatur auf diese Monographie zu CH, CH, 
verweisen und hier nur die wichtigsten Vor- CO On 
stellungen kurz anzudeuten, zu denen man hin- + _ CNCOOH 
sichtlich der Genese der Citronensiure gelangt Coon 
ist. Nach Virtanen kénnte die Citronensdure CH, CH, 


aus Ovalessigsdure und Essigsdure entstehen: 
: COOH COOH 


' Anzeiger der Akademie der Wissenschaften in Wien, Sitzung det 
mathem.-naturw. KI. vom 26. Mai 1933. > K. Bernhauer, ..Die oxy 
dativen Géirungen’, S. 78-167. Berlin, Verlag von J. Springer, 1932: 
val. auch K. Bernhauer u. H. Siebengdanger, diese Zeitschr. 240, 232, 1931: 
K. Bernhauer u. Bock, ebenda 258. 15. 1932. 
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wobei als Vorstufen der Oxalessigsiure Bernsteinsaure, Fumarséwu 
und Apfelsiure in Betracht kommen. Buchner und Wiistenfeld wollt: 
die Citronenséure aus 2 Mol. Essigsdure und I Mol. Oxalsdure entsteh« 
lassen. Nach Franzen und Schmitt sollten Oxalessigsiure und Essigsaur 
nebeneinander aus Zuckersiure entstehen. Euler vermutet, daB sik 
3 Mol. Acetaldehyd unter Oxydation zusammentun: 


CH;.COH CH,.COOH 
— _ OH 
CH; .COH CHy.COOH 


Chrzqszes' meint, daB& der Weg vom Athylalkohol iiber  Essig- 
siure zur Glykolséure fiihre. 1 Mol. Essigsdure + 1 Mol. Glykolsdur: 
liefern angeblich Apfelsdure, welche mit einem weiteren Molekiil 
Essigsdure zu Citronensiure zusammentritt. Bedeutungsvoll ist auch 
die Ansicht, der kiirzlich H. Wieland? iiber diesen Gegenstand Ausdruck 
gegeben hat. Er weist auf die Parallele zwischen dem Kohlenhydrat 
stoffwechsel héherer Organismen und der Schimmelpilze hin. Aus 
vielen Forschungen geht hervor, daB viele Pilze héhere Sauren auch aus 
Alkohol und Essigsdure aufzubauen vermégen. ,,Wir méchten uns die 
schon von mehreren Autoren geauBerte Meinung zu eigen machen, 
da®B der Synthese von Bernsteinséiure und Citronensiure aus Kohlen 
hydrat ... der enzymatische Zerfall des Zuckers, sei es zu Alkohol 
und Kohlensaure, sei es zu Milehsdure, vorhergeht.** (DaB Milchsaiure 
durch Hefe in Essigséure tibergefiihrt werden kénne, geht aus Wielands 
neuen Forschungen hervor. Andererseits besteht auch kein Zweifel 
mehr dariiber, dafS 2 Mol. Essigsiure unter Dehydrierung zu Bernstein- 
siure zusammentreten kénnen: 


COOH COOH 
CH, CH, 

a 
CHs CH, 
COOH COOH.) 


Was ferner den Abbau der Citronensdure im intermediaren Stoft- 
wechsel betrifft, kommt als mégliches Abbauprodukt wohl zunachst 
die Acetondicarbonsdaure 

CH, .COOH 
i 

CO 
CH,.COOH 


' Chrzaszcz u. Mitarbeiter, diese Zeitschr. 242, 137, 1931; 26, 254, 
1932. 2 H. Wieland u. R. Sonderhoff, Liebigs Ann. 499, 2138, 1932; Helv. 
Chim. Acta 15, 521, 1932. 
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| Betracht, ferner vielleicht die Oxvalessiasdure und Malonsdure, aber 
wh bei Decarboxylierung der Acetondicarbonsaéure die Acetessigsdure. 
‘ieland gibt der Meinung Ausdruck, ,,daB sich auch von der Citronen- 
~iure aus cin Kingang in die Acetonkérper eréffnen kénnte*. 
Neuerdings haben H. Wieland und BR. Sonderhoff' die anaerobe Ver- 
drung der Citronensdure durch Hefe einem genauen Studium unterzogen. 
.. Die beiden Haupt produkte der enzymatischen Spaltungsreaktion sind Essig- 
siure und Kohlensaéure. von denen nahezu 2 Mol. auf | Mol. Citronensiure 
vebildet werden ... Die entstandene Ameisensdure, '/, bis '/, Mol., bezogen auf 
| Mol. Citronensaiure. weist mit groBer Wahrscheinlichkeit darauf hin. daB 
lie Hefe ither ein Ferment vertiigt. das die Ablésung des (tertiar gebundenen) 
Carboxyls in Form von Ameisensiiure beschleunigt. Weiterhin wird kaum 
ein Zweifel dartiber bestehen, daB eine zweite neuartige enzymatische Funk- 
tion die zuerst auttretende Acetondicarbonsdure hydrolytisch in CO, + 2 CH, 
.COOH spaltet.** Fiir das Auftreten von Bernsteinsdure scheint Wieland 
eine Entstehung durch Dehydrierung von Essigsiiure wahrscheinlich als 
der Weg, daB sich etwa Citronensaéure in Essigsiure und Oxalessigsaure 
spalte, welche letztere dann iiber Apfelsiiture und Fumarsiiure zu Bernstein- 
siure hydriert werden kénnte. 


I. Methodik. 
(Versuche von Al. Minnibeck und E. Edel.) 

Zum Zweeke der Bestimmung sehr kleiner Citronensduremengen 
scheint die kolorimetrische Methode von Thunberg am empfindlichsten, 
die auf der Entfarbung von Methylenblau unter Kinwirkung einer 
spezifischen, in Gurkensamen vorkommenden Dehydrase —beruht. 
Mit dieser Methode JaBt sich noch ! 9, mg Citronensdure nachweisen., 
Zur Bestimmung gréBerer Citronenséiuremengen im Harn haben wir 
jedoch die auf dem Stahreschen Prinzip der Abtrennung schwer |cs- 
lichen Pentabromacetons beruhende Methode von Kometiani gewahlt*. 
(Beziiglich anderer Methoden vgl. H. Ochle®.) 

Stahres Verfahren beruht auf der Oxydation der Citronensaure 
zu Acetondicarbonsdure, die weiterhin in’ Pentabromaceton — tiber- 


gefiihrt wird: 


CH,.COOH CH. Bry 
CO + 5Bry CO + 2C0, + 5HBr. 
CH, .COOH CBrs 


Wir gingen im wesentlichen Kometianis Angaben entsprechend derart 
vor, daB wir 100 cem der nicht mehr als 50 mg Citronenséure enthaltenden 
wisserigen Fliissigkeit in einem Hrlenmeyer-Kolben mit 10 cem = starker 
Schwefelsdure (1 Schwefelsiure: 1 H,O) und 3cem einer Kaliumbromid- 


1H. Wieland u. R. S:nderhoff, Liebigs Ann. 508, 61, 1933. * Pe 
Kometiani, Zeitschr. f. analyt. Chem. 86, 389, 1931. 3 H. Oehle, Oppen- 
heimers Handb. d. Biochem., 1. Ergainzung, 1. Halbbd. 8. 47, 1933. 
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ldsung, die 22,5 g in 100 H,O enthielt, versetzten. Die Mischung ward: 

ein auf 40 bis 45° gehaltenem Wasserbad gestellt. Nach einiger Zeit wur 
eine gesittigte AKaliumpermanganatlésung vorsichtig tropfenweise unt 
Schutteln zugesetzt, bis die L6ésung sich schlieBlich braun oder viol 

verfarbte. Die Temperatur soll dabei nicht iiber 45° steigen. Nach cd 
Erkalten wird eine mit einem Tropten Schwefelsiure angeséuerte, gesatt iy 
Ferrosulfatl6sung zugesetzt., bis alles freie Brom und der Braunstein |) 
seitigt ist. Nun fallt das Pentabromaceton als gelblich-weiBe Triibung au 
Man laBt mindestens | Stunde lang stehen. Dann sammelt man dassel! 
auf einem Cooch-Tiegel, wascht dreimal mit kaltem Wasser nach, lést a 
dem Filter unter Nachsaugen in 25 bis 50 cem Alkohol und spiilt die alkol 
lische Lésung aus der Waschflasche in einen etwa ! 
uber. 


, Liter fassenden Kolb. 


Die jodometrische Titration des Pentabromacetons erfolgt nun in des 
Weise. dafi man 5cem Hisess/g hinzufiigt., auf ein nahezu siedendes Wasse: 
bad stellt, 5cem einer 20°, igen alkoholischen Natriumjodidlésung zuset zt 
wobei die Fliissigkeit unter Freiwerden von Jod eine braune Farbuny 
annimmt. Auf je ein Atom Pentabromaceton werden je sechs Atome Jou 
frei, Die Probe bleibt 5 Minuten lang auf dem heiBen, nahezu siedender 
Wasserbad stehen. Man ]aBt dann 10 bis 15 Minuten lang erkalten, verdiinnt 
dann mit dem zehnfachen Volumen Wasser und titriert nach Starkezusatz 
mit n/LO Thiosulfatlésung. 1 cem derselben entspricht 3,501 mg Citronen 
siure. 

Wir haben diese Methode zunachst an reinen Citronensdurelésunges 
gepriutt. 


A. 





Diese Menge Citronensiéure gelost in 
Gehalt an 
Citronensdure 100 cem Wasser 50 cem Wasser 
gefunden getunden 


0.0457 0.0435, 0.0440 0.0450, 0.0435 
0.0228 0.0180, 0.0185 0.0206, 0.0190 
0.9091 0.0073, 0.0966 0.0975, 0.0066 
0.0045 0.0031, 0.0031 


b. 





Vorgelegt Gefunden Vorgelegt Gefunden 


0.0050 0.0054 0,0250 0.0249 
0.0100 0.0106 0.0300 0.0307 
0.0150 0.0151 0.0350 0.0336 
0.0200 0.0207 0.0400 0.0373 


Die Resultate waren also, insoweit es sich um Citronensaéuremengen 


handelte, die 10mg iiberstiegen, durchaus zufriedenstellend, und wii 


' Hinsichtlich des ziemlich komplizierten Reaktionsmechanismus vy 


Kometiani, |. e., S. 361/62, woselbst dieser diskutiert und durch Nachpriifung 
bestatigt wird. ..In einer alkoholischen Pentabromacetonl6sung werd: 
quantitativ sechs Atome Jod frei, namlich zwei in primarer und vier 
sekundirer Reaktion.** 
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vermégen die von Bartels! (der die Methode zur Citronenséurebestim- 
mung im Weine benutzte) geiuBerten Bedenken in keiner Weise zu 
teilen. Dieser Autor erhielt ungleichmaBige Ergebnisse, die er auf eine 


itber die Acetondicarbonséure hinausgehende Permanganatoxydation 


hbezogen. hat. 


Auch zahlreiche Zusatzversuche zu Harn ergaben durchaus befriedigende 
Resultate : 


a) 50cem Menschenharn ohne Zusatz 0.0473, 0,0468, Mittel 0.0470 g: 


nach Zusatz von 0,0045 ¢ Citronensiure . . gef.statt 0.0470 ¢ 
0.0045 ¢ 


0.0515 2 0.0505 @ 
asse} i 
setzt nach Zusatz von 0.0136 g Citronensiure . gef. statt 0.0470 ¢ 
rbuny 0.0136 ¢ 
e Jod 0,0606 ¢ 00600 
ender 
liinnt b) 100 com Menschenharn ohne Zusatz 0.085, 0,084, Mittel 0.0845 o Citronen- 
UusatZ saure: 


— nach Zusatz von 0,0090 g¢ Citronensaure gef. statt 0.0845 ¢ 


0.0090 ¢ 
0,0935 ¢ 0.0932 


nach Zusatz von 0.0228 ¢ Citronensdaure gef. statt 0.0845 ¢ 


00,0228 ¢g 


O1073 @ 01065 


c¢) 50cem Menschenharn ohne Zusatz, Mittel 0.0157 ¢ Citronensaéure: 


nach Zusatz von 0,0050 ¢ Citronenséure gef. statt 0.0157 ¢ 


0.0050 ¢ 
0.0207 ¢ 09,0202 9 


nach Zusatz von 0.0100 ¢ Citronensiure gef. statt 0.0157 ¢ 
0.0100 ¢ 


0.0257 @ 0,0249 


nach Zusatz von 0.0200 ¢ Citronensiiure gef. statt 0.0157 g 


= 


0.0200 ¢ 


00357 2 O051I8 go 


ngen d) 100 cem Menschenharn ohne Zusatz, Mittel 0,0210 ¢ Citronenséure : 


nach Zusatz von 0.0050 g¢ Citronenséure gef. statt 0.0210 ¢ 


0.0050 g 
0.0260 @ 10,0252 ¢ 
fun 
ercde 
er il 1 W. Bartels, Zeitschr. f. Unters. d. Lebensm. 65, 1, 1933; vgl. auch 
H. Siillmann u. E. Schwarz, Schweiz. Med. Wochenschr. 2, 619, 1932. 


Biochemische Zeitschrift Band 269 25 
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nach Zusatz von 0,0100 g Citronenséure gef. statt 0,0210 ¢ 
0,0100 g 
0,0310 ¢ = 0,0298 


nach Zusatz von 0,0200 g Citronenséure gef. statt 0,0210 g 
0,0200 g 


00110 ¢ =0,0402 , 


100 cem Schweineharn ohne Zusatz, Mittel 0,0034 g Citronensaure : 
nach Zusatz von 0,0050 ¢ Citronensaéure gef. statt 0,0034 g 

0.0050 g 

0.0084 g 00076 © 
nach Zusatz von 0,0100 g Citronenséiure gef. statt 0.0034 g 

0,0 L100 g 

0.01342 0,0127 ¢ 
nach Zusatz von 0,0200 ¢ Citronenséure gef. statt 0,0084 ¢ 

0,0200 g 


0,0234 9  0,0230 ¢ 


Die Ubereinstimmung zwischen Soll- und gefundenen Werten 
war durchaus eine so gute, daB wir nunmehr mit Beruhigung an unser: 
eigentlichen Versuche herangehen konnten!. In methodischer Hinsicht 
ist noch zu bemerken, da man, insbesondere bei Verarbeitung von 
Kaninchen- und Hundeharnen, zweckmaBig eine Phosphorwolfram- 
sdurefallung einschaltet (LOO cem Harn 10 com konz. HCl 
spitzen fester Phosphorwolframsaure: Filtration eines aliquoten Teiles 
und Neutralisation mit konzentrierter Natronlauge; dann weitere 
Verarbeitung wie gewohnlich): da man sonst zuweilen bei Filtration 


2 Messer- 


des Pentabromacetonniederschlags Schwierigkeiten begegnen kann 
EKinen Verlust an Citronensaure riskiert man dabei nicht. Z. B. direkte 
Bestimmung ohne Phosphorwolframsaurefallung : 

0,0840 | 


_ | 0,082°5; mit Phosphorwolframsaurefallung: 0,083°.. 
0,0805 | 


( 


Il. Citronensiure in normalen Harnen. 
(Versuche von H. Minnibeck.) 
Beziiglich des Auftretens von Citronensaure in normalen Menschen- 
harnen entnehmen wir der Literatur folgende Angaben (Tagesharn 
1500 ccm gerechnet): 


' Auch Amberg u. McClure (Amer. J. of Physiol. 44. 453, 1919), welche 
das Pentabromaceton zur Wagung brachten, erhielten bei Zusatz von 10) 
bis 50 mg Citronenséiure zu normalem Harn Ausbeuten von 94 bis 98° 
Sie konstatierten auch, daB weder Milchsaéure, noch Brenztraubenséure 
Bernsteinsaéure, Acetessigsaiure, Glucose oder Glucuronséure als Fehler 
quellen in Betracht kommen. 
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Salant und Wiese! 0,027 bis 0,050°,. Amberg und McClure (1. ¢.), die 
uerst den sicheren Nachweis der Citronenséiure im Harn mit Hilfe der 
Pentabrommethode erbracht haben, 0,022 bis 0,047°,. Thunberg? mit 
Hilfe seiner Methylenblaumethode: 0,036 bis 0,135 ° ,; Oestberg® ebenso im 
Harn von 25 normalen Menschen 0,025 bis 0,187°.. Mittel 0,072°,, und 
bei einer spateren Untersuchung 0,013 bis 0,066°,. Er konstatierte ver- 
mehrte Citronenséiureausscheidung bei Alkalose durch Zufuhr von Natrium- 
bicarbonat, verminderte bei Azidose. Fasold* fand im Harn von Kindern 
(umgerechnet) 0,050 bis 0,105°,,.. Bei Fleischkost verschwand die Citronen- 
siure aus dem Harn. Woods® bei Selbstversuchen im Hungerzustand 
ungefahr 0,020°,. Magnussohn® fand vermehrte Citronensiureausscheidung 
bei Sduglingen als Ausdruck einer Alkalose. 

Der Citronensduregehalt des Blutserums ist von Schersten und Nordbé? 
mit der Methylenblaumethode und der Pentabromacetonmethode mit 
0,002 bis 0,004°, ermittelt worden. Die Erythrocyten sollen frei von 
Citronensaéure sein. 

A. Menschenharn. 
(Selbstversuche von H. Minnibeck.) 


Gemischte Ernahrung. 





Menge des Citronensiiure in 


Datum Tagesharns 
ecm in 100 cem Harn im Tagesharn 
27. IV. 750 0,070 0,525 
28. IV. 900 0,084 0,756 
29. IV. 1000 0.085 0,860 
30. IV. 820 0,105 0,861 
tL. V. 980 0,085 0.829 
a N. Zusatz von 950 0,086 O.S17 
3. V.) 10g NaHCO, 850 0.119 1011 
4. V.| 10g NaHCO, 900 0,141 1.269 
a ¥. 950 0,100 0,950 
6. VY. 950 0,198 0.810 


Der Gehalt dieses Harns an Citronenséiure muB als hoch bezeichnet 
werden (0,070 bis 0,110°,: 0,5 bis 0,9 ¢ im Tagesharn) und ist durch 


1 Salant u. Wiese, J. of biol. Chem. 28, 27, 1916. Mit der Reaktion von 
Denigés, wobei die Citronensiure mit KMnO, zu Acetondicarbonsaure 


COO 
bu 
oxydiert und diese als Quecksilbersalz CO /He abgeschieden wird. 
CH, ri 
COO 
2 T. Thunberg, diese Zeitschr. 206, 118, 1929. — * O. Oestberg, ebenda 


208, 352, 1929; 226, 162, 1930; Skand. Arch. 68, 99, 1931. 4 H. Fasold, 
Zeitschr. f. Biol. 90, 192, 1930. ° E. B. Woods, Amer. J. of Physiol. 79, 
320, 1926/27. — °® H. Magnussohn, Acta pidiatrica 18, 345, 1932. — 
? B. Scherstin, Skand. Arch. 68, 97, 1931; R. Nordbé u. B. Scherstén, ebenda 
63, 124, 1931. 


25* 
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Zufuhr von Natriumbicarbonat nur maBig gesteigert worden. O9¢sthe: 
betrachtet die Citronenséiureausscheidung geradezu als eine ,,alhi 
lotische’ Erscheinung. Nach Auyper und Matill (s. unten) nimmt d 
Citronenséure im Menschenharn nach jeder Mahlzeit etwas zu, ebensy 
nach Hyperpnoe, nach Anstrengung dagegen ab. Nach oraler Zufuh 
von 2 bis 20 g Citronensiure schied ein Mensch 1! , bis 2!,°, davon aus 

Untersuchungen von mehreren im Institut gesammelten mensch 
lichen Mischharnen ergaben weit niederere Werte (0,009, 0,012, 0,017 
0.021 *,). 


B. Harn von Pflanznfressern'. 





Citronensiure 
Harnmenge 


in 100 cem in der Tagesmenge 


Kaninchen, 2.9kg: gemischte Kost aus Hafer und Gemuse? 


350 Spuren Spuren 
300 0.0038 0.009 
250 Spuren Spuren 
300 0,004 0,012 


Kaninchen, 2.8kg: gemischte Kost aus Hafer und Gemtsen 


360 0,005 O.018 
250 0,005 0,012 
300 0.003 0,009 
300 0,004 0.012 


Meerschweinchen, 700g. 





Datum Harnmenge Citronensaure 
23. IV. bis 25. IV. 9) 0,005 
26. 4¥. . Seay. 100 0.096 
26. 1¥. . SOPtN. 110 0.005 


Die im Harn von Kaninchen und Meerschweinchen zum Vorschei 
kommende Citronensiuremenge ist so gering (Spuren bis 0,006°,, 
daB die Hoffnung, an derartigen Tieren etwa die Citronensiiure be 
treffende Stoffwechselversuche ausfiihren zu kénnen, von vornherein aut 
gegeben werden muBte. 

C. Hundeharn. 

Wir fiihrten unsere Versuche an einem 8 kg schweren Hunde aus 

der meist mit Fleisch unter Zugabe von etwas Reis, zeitweise abet 


1 4.0. Kuyper u. H. A. Matill (Federation of American Societies fo 
exper. Biol., Annual Meeting, Cincinnati April 1931, Proc. LXI, J. of Biol 
103, 54, 1933) fanden bei Kaninchen Abnahme der Citronenséureaussche 
dung nach Muskelanstrengungen (Azidosis?), Zunahme bei Alkalos: 
Schnelle Zerstérung der Citronenséiure im Organismus, derart. daB reichlich: 
Zufuhr der Saéure nur eine geringfiigige und voriibergehende Vermehrun 
im Blute bewirkt (Methylenblaumethode !). 
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uch nur mit Reis unter Zugabe von Fleischbriihe ernaéhrt wurde. 
Die Citronensdéureausscheidung beim Hunde erwies sich als auBer- 
ordentlich niedrig. Bei vorwiegender Fleischkost fanden sich nur 
Spuren von Citronensiure im Harn, bei vorwiegender Kohlenhydrat- 
nahrung bei einer reichlichen Harnausscheidung von 1200 bis 1500 ccm 
taglich nur eine 'Tagesausscheidung von 0,007 bis 0,009 g, wobei der 
Harn weniger als 1 mg-°, Citronenséure enthielt. Zugabe von 8 g 
Natriumbicarbonat taglich bewirkte nur eine geringfiigige Zunahme auf 
0.010 bis 0,014 g¢. Es ergab sich weiterhin, da der Hundeorganismus 
sehr grofe Citronensduremengen zu zerstéren vermag: Nach 4g zitronen- 
saurem Natrium wurden 0,008 g. nach 8 g 0,00LO g, nach 16 ¢ 0.0015 g, 
nach 24g (das ist 3g pro kg) 0,075 g, nach 32g (4g pro kg) 0,207 g, 
nach 40g (5g pro kg) 1,384g Citronensiure im Harn ausgeschieden, 
der viel Carbonat enthieit und beim Ansiéiuern aufbrauste. Also selbst 
bei einer gewaltigen Belastung des Organismus mit 40g (5g pro kg) 
war etwa 96°, der verfiitterten Citronenséure zerstért worden. 


I. Citronensitureausscheidung beim Adrenalin- und Phlorrhizindiabetes 
des Hundes. 


(Versuche von H. Reisner und H. Minnibeck.) 


Bei demselben Hund wurde nun bei gemischter Ernahrung eine 
Adrenalinglucosurie hervorgerufen, bei gleichzeitiger Uberschwemmung 
seines Organismus mit zitronensaurem Natrium (24 oder 3g pro kg 
taglich), um festzustellen, ob und inwieweit die diabetische Stoffwechsel- 
stérung imstande sei, die Citronensdurezerstorung im Organismus zu 


heeintrdchtiqen. 





: Citronensiure in der Zucker in der 
aan Adrenalingaben Harnmenge Tagesmenge Harn | Tagesmenge Harn 
mg 4 

at. VI. 0,001 500 0.054 0 
98. VI. 0,001 L000 0.065 ) 
99. VI. 0.002 700 0.055 0 
30. VI. 0.004 950 0,275 0,5 

1. Vi. 0,006 1000 1.46: 0.7 

3. VII. 0.006 1100 0.088 0.5 

4. VII. 0,006 1200 0.075 0.7 

7. VEL 0 1400 0,075 0) 

8. VII. 0 1200 0.068 0) 

9. VIL. (0) 1509 0.081 0 
10. VII. 0 1590 0.183 0 
12. VII. 0 1400 0.480 0) 


Wir konnten also gleichzeitig mit dem Einsetzen der Adrenalin- 
glucosurie eine jedoch nur voriibergehende und trotz Weiterbestehens 
des Adrenalindiabetes schnell und spontan wieder abklingende alimen- 


tire Citronensdureausscheidung beobachten. Eine derartige alimentare 
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Ausscheidung kann sich bei langer dauernder Uberschwemmung d& 
Organesmus mit Citronensdure aber auch spontan entwickeln, an 
scheinend infolge einer Abnahme der Citronensiure zerst6érenden 
Krafte des Organismus. 


Eine weitere Versuchsreihe betraf den Phlorrhizindiabetes. 


Betreffs der Frage, ob die Citronensiure im diabetischen Organismu 
ein Zuckerbildner sei und ob sie eine antiketogene Wirkung zu entfalten vei 
mége, scheint wenig bekannt zu sein. Satta! auf v. Nordens Klinik hat be: 
diabetischen Menschen eine antiketogene Wirkung der Citronensaéur 
vermutet. J. Greenwald? sagte diesbeziiglich: ,,Baer and Blum? administred 
sodium citrate to a phlorhizinized dog. They observed no particular effect 
on the excretion of acetone and //-hydroxybutiric acid and did not repeat 
the experiment. There was, however, a slight rise in the excretion of glucose. 
the significance of which seems to have escaped them. In his monograph 
on phlorhizin glycosuria Lusk* calculated the ratio of glucose to nitrogen 
in the urine in this experiment and showed that this was increased con 
siderably on the administration of the citrate. Lusk declared that this 
probably indicated a formation of glucose from citric acid... The admini 
stration of sodium citrate to phlorhizinized dogs and to a patient with diabetes 
mellitus was followed by an increased excretion of glucose indicating the 
conversion of the six carbon atoms of citric acid into glucose. *‘ 

Das 16kg schwere Versuchstier erhielt als tagliche Nahrung 250 g 
ausgekochtes Fleisch und 50 g Schweinefett; dazu Wasser nach Belieben. 
Es wurde nach dem Verfahren von Coolen phlorrhiziniert, indem es einmal 





Tagesausscheidung 
T. . Pain. an Acetonkiérpern 
Tages- scheidung | Tages (Aceton + hanteania 

gaben von| an Stick- | ausscheidung | py | Yee" Pp cer tert 

Na-Citrat stoft an Zucker | ae ae omg 


Tagesaus- 


g g g g 


Vorperiode 0 27,66 131.6 
4.V. bis 9. V. 14451, ¢ 648 
28,20(° 127,2 
37,25 158.4 
. Na-Citratperiode 13,95) 67.0 
10. V. bis 12. V. 26,131 16,7 
10,13 
. Zwischenperiode 20,3 
15. V. bis 16. V. 12.8 
Na-Citratperiode 21,5 | 3,64) 9 95 
17. V. bis 18. V. 14.2 4,25)" 
’. Zwischenperiode 8,7 6 0,20) : 
27. V. bis 31. V. 14,3 3, a6, 3,621,856 
14,2 8 1,64 


120.5 


Na-Citrat periode 25 23,9 107,6\ og5 48 2,63). 


1. VI. bis 2. VI. 50 «864 [°° 81,4 2,071°" 

1 (, Satta, Hofmeisters Beitr. 6, 282, 1905. — ? J. Greenwald, J. of 
biol. Chem. 18, 115, 1914. — * Baer u. Blum, Arch. f. exper. Pathol. 65. 
1, 1911. — 4 G@. Lusk, Ergebn. d. Physiol. 12, 315, 1912. 
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taglich 1q feingepulverte Phlorrhizin in 7cem Oliven6él subcutan injiziert 
erhielt. Es nahm wahrend des ganzen Versuchs nur um 0,4 kg an Gewicht 
ab. Das Natriumcitrat wurde dem Futter beigemengt. 

Wir kénnen aus dieser Tabelle weder eine glucosurische noch eine 
antiketogene Wirkung der Zufuhr von Natriumeitrat herauslesen und 
miissen den Versuch in berder Hinsicht als negativ bezeichnen. 


IV. Citronensiureausscheidung beim Sechweine. 


(Versuche von E. Edel.) 


Kir systematische Versuche ber den EinfluB verschiedener Fak- 


toren auf die Citronenséureausscheidung im Harn ist das Jungschwein 
das weitaus geeignetste Versuchstier. Zwar ist auch hier die prozentuale 
Konzentration der Citronensiure im Harn recht gering: doch wird 
dieser Umstand durch die groBe Menge abgesonderten Harns kompensiert. 
Wir haben unsere iiber einige Monate ausgedehnten Versuche an zwei 
Jungschweinen mit den Anfangsgewichten von 6 und 31 kg ausgefiihrt. 
Um des Harns ohne Verluste habhaft zu werden, wurde das Tier in 
einem Stoffwechselkdfig aus Eisen mit verglasten Wanden gehalten, 
dessen Vorderwand durch einen Vorbau aus Eisenblech ersetzt war. 
In diesen konnte ein Futtertrog aus Blech eingeschoben werden, der 
so gestaltet war, da das Tier mit seinem Riissel die Nahrung erlangen, 
aber nicht in den Kafig hinein verspritzen konnte. 

EKinige Versuche iiber die Citronenséureassimilation im Organismus 
des Schweines sind von Woods! ausgefiihrt worden. Ein Ferkel schied ohne 
Zugabe von Citronensiéiure (CS.) bei gemischtem Futter 0,03 bis 0,06 g CS. 
taglich aus, nach Zulagen von 12 bis 60g CS. 0,10 bis 0,36 g CS., nach 
104 g CS. 3,56 g, nach 128 g (KOrpergewicht 31 kg) 6,90 g CS. Ein anderes, 
35 kg schweres Tier, schied nach 128 g CS. nur 0,23 bis 0.46 g¢ CS. aus, in 
darauffolgendem Hunger 0,16 g. Ein drittes Tier schied im Hungerzustand 
0.02 bis 0,14 g¢ CS. aus, nach 128g CS. aber 3,36 g. Ein weiteres Ferkel 
von 18 kg ohne Zulage taglich 0,02 bis 0,05 g CS., nach 96 g CS. (was etwa 
5g CS. pro kg bedeutet) noch immer erst 0,19 g CS. SchlieBlich ein Ferkel 
von 19 kg nach 64 g CS. (etwa 4'/, g pro kg) immer erst 0,27 g CS., wahrend 
im Hunger nur 0,01 und 0,04 g¢ CS. taglich ausgeschieden worden sind. 

Wir ersehen aus diesen Versuchen, daB8 der Organismus des Jung- 
schweines sehr groBe Mengen mit der Nahrung aufgenommener Citronen- 
siure zu zerstéren vermag, und daB die Schwelle, wo gréBere Mengen 
davon im Harn zum Vorschein kommen, etwa bei 3 bis 5 g pro kg oder 
noch héher lhegt. 

1. Versuch. 

Ein Ferkel von 6,2 kg wurde am lL. Februar bei einer aus Milch und 
Kartoffeln bestehenden Kost eingestellt. Die Tagesmengen Harn in der 
Zeit bis 6. Februar betrugen 800 bis L100 cem mit 0.021 bis 0.0381 g¢ CS. 
(0.0025 bis 0,0028 °,,). 


1 £. B. Woods, Amer. J. of Phys. 79, 320, 1926/27. 
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Sodann kohlenhydratreiche Ernahrung, bestehend aus | Liter Milc! 
akg Kartoffeln und '/,kg Mehl, was etwa 200 Cal pro kg entsprach 
Tagesmenge (TM.) L100 bis 1600 cem mit 0.019 bis 0.039 @ CS. und einen 
Prozentgehalt von 0,00L0 bis 0,0025 °,. 

Am 10. Februar Zulage von '/, kg Kartoffeln taglich. TM. 1800 bi 
1800 cem, CS. 0,016 bis 0,062 ¢ (0,0009 bis 0.0048 °,,), also zectweise ma fig 
Steigerung der CS.-Ausscheidungq. 


1 


Nunmehr erfolgten Zulagen von Wirfelzucker zur Nahrung. 


Am 20. 2.: 12g Zucker: CS. 0,059 g (0,0040°,,) 
) 
- ( 


21.2.: 24g 9 . 0,020 ¢ (0,0026°,) 

22. 2.: 36¢ ve » 0,084 ¢ (0,0084°,) alimentare Glhicosurit 
23.2: 483¢ . 0,047 g (0,0036°,) a . 

27; 2.2: CO”g - . 0,042 g¢ (0,0042 °,,) 

23..2.: 122 sa » 0,059 g (0,0039 °,) 


Am lL. Marz wurde die Zuckerzulagekost sistiert und gemischte, kohlen 
hydratreiche Kost verabreicht: TM. 1400 bis 1800 cem. CS. 0,038 bis 0,044 
(0,0022 bis 0,0030 °,). 

Am 4. Mirz wurde von kohlenhydratreicher auf kohlenh ydratfreie Kost 
umgestellt. Das inzwischen auf 11 kg herangewachsene Tier erhielt tiglich 
'/, kg Pferdefleisch, 200 g Blutmehl, 100 g Schmalz und Wasser: TM. stark 
vermindert 600 bis 800 cem, CS. 0,020 bis 0,033 g¢ (0.0026 bis 0.0053 ° 
Also ein nicht sehr hochgradiger, aber immerhin merklicher Abjall der Tages 
ausscheidung an Citronensdure, 

Vom 22. Marz angefangen wieder einige Tage gemischte Kost: TM. L000 
bis 1250 eem. CS. 0,035 bis 0,051 g (0.00385 bis 0,0046°,). Also deuttiche: 
Anstieq der Taqgesausscheidung an CS. 

Nunmehr ab 28. Marz zwei Hungertage: TM. 610 bis 770 cem, CS. 0.010 
bis 0.012 g¢ (0.0013 bis 0,0020°,). Also starker Abfall sowohl der Taqes- 
ausscheidung als auch der Konzentration an Citronensdure im Harn. 

Nun folgte vom 30. Marz angefangen wieder eine kohlenh ydratreich: 
Fiitterungsperiode, diesmal aber unter taglichem Zusatz von 50g der relatiy 
schwer assimilierbaren Lactose. TM. 800 bis 1600 cem, CS. 0,019 bis 0,102 ¢ 
(0,0024 bis 0,0082°.,). Alimentire Lactosurie! 

Nach einer Unterbrechung von 3 Wochen, wo sich das Tier auBerhalb 
des Kafigs befand, wieder gemischte Kost. Das Gewicht des Tieres hatte 
aut 15,7 kg zugenommen. TM. 700 bis 2000 cem, CS. 0,023 bis 0,024 g 
(0,0012 bis 0.0034°,). 

Am 29. April kohlenhydratreiche Kost unter Zusatz von 30, 60, 90 und 
120 g Natriumbicarbonat taglich. TM. 400 bis 1200 eem, CS. 0,050, 0,020, 
0,127, 0,018 g (0.0028 bis 0.0088 °,,). 

Nun wurde am 5. und 7. Mai je 25 g Natriumlactat der kohlenhydrat 
reichen Kost zugefiigt: TM. 350 und 1100 cem, CS. 0,014 g@ (0,0030°,,) und 
0,050 ¢ (0.0096 °,). 

SchlieBlich, am 9. und 10. Mai. Zulage von je 50g Natriwmacetat zui 
kohlenhydratreichen Kost: TM. 1350 und L000 cem, CS. 0,098 g (0,0073 ° 
und 0,050 g (0.0050 °;). 

Der Versuch wurde, da das Tier durch die lange Haft gelitten hatte und 
schwach auf den Beinen geworden war, abgebrochen. 
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Die Tagesausscheidung an Citronensdure hatte also betragen: 


Bei Milch-Wartoffelkost . 2. 0. 0.0.0.0... . O.O2L bis O,O81 ¢ 


= 


kohlenhydratreicher Nahrung... . . 0,016 ., 0.062 ¢ ’ 

kohlenhydratreicher Nahrung + Wiirfel- 0.020 .. 0,059 ¢ |) ®U™ ntare 
zucker | Glucosurie 

kohlenhydratreicher Nahrung +0... . 0,088 .. 0.044 ¢ 


3 


kohlenhydratfreier Nahrung . . . . . . 0,020 ,, 0,033 ¢ 
gemischter Nahrung. ...... ; 0.035 ,. 0,051 g 
Hunger OE ee ot ke tae 0,010 ,, 0,012 ¢ 
kohlenhydratreicher Nahrung + Lactose . 0.019 ,. 0,102 ¢ 


{ alimentare 
\ Lacto<urie 
» gemischter Nahrung. ........ « 0,023 ,, 0,024¢ 
kohlenhydratreicher Nahrung + NaHCO, 0,020... 0,127 ¢ 
kohlenhydratreicher Nahrung + Na-Lactat 0,014 .. 0,050 2 
kohlenhvdratreicher Nahrung + Na-Acetat 0,050 ., 0,098 ¢ 
Wir fanden sonach einen deutlichen Abfall der taglichen Citronen- 
sdureausscheidung bei Hunger und kohlenhydratfreier Kost, einen deut- 
lichen Anstie q hei kohle nhydratre icher Kost, sowie bet Zugabhe von Natrium- 
hicarbonat und Natriumacetat zur Nahrung 


2 Versuch. 


Jungschwein von 31L kg Koérpergewicht am Anfang und 45 kg am 
Ende des Versuchs. Gemischte, kohlenhydratreiche Kost. bestehend taglich 
aus 2kg Kartoffeln, 2 Liter Milch, '/,kg Mehl, etwas Salz und griinem 
Gemiise, dazu 4 Tropfen Vigantol. Die Alkaleszenz des Harns wurde durch 
Titration von je 10 cem des zehnfach verdiinnten Harns mit n/1l0O HCl 
gegen Alizarinrot als Indikator bestimmt und in Kubikzentimetern n NaOH 
pro 100 cem Harn ausgedruckt. 

Kin Blick auf die Tabelle lehrt, daB von verschiedenen als Vor- 
stufen der Citronensdure in Betracht kommenden Substanzen wie Essiq- 
sdure, Milchsdure, Apfelsdéure, Oxalessigsdure, Alkohol und Glycerin 
nur die Essigsdure eine zweifeilose und betrachtliche Mehrausscheidung 
von Citronensdure auszuldsen imstande war. Nach Vertiitterung von 
Milchsdure wurde zwar einmal eine starke Mehrausscheidung von 
Citronenséure beobachtet; doch gelang es nicht, diesen Befund zu 
reproduzieren. Ubrigens sei daran erinnert, daB nach Wielands (lL. ¢.) 
neuesten Arbeiten die Méglichkeit eines Ubergangs von Milchséure in 
Essigsiure im intermediaren Stoffwechsel kaum bezweifelt werden kann. 

Ks fragt sich nur, ob nicht vielleicht die stark vermehrte Citronen- 
siureausscheidung nach Zufuhr von Natriumacetat nicht sowohl die 
Folge einer Citronensduresynthese aus Essigsdure sei, als vielmehr 
eine indirekte Folge einer durch Umwandlung von Natriumacetat 
in Natriumbicarbonat ausgelésten Alkalose. Um diesem Einwand 
zu begegnen, haben wir abwechselnd mit dem Natriumacetat in bezug 
auf den Natriumgehalt gleichwertige Mengen von Natriumbicarbonat 
verfiittert (124g NaHCO, entsprechen 200g C,H,O,Na .3 H,0). 
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Die so erzielte Mehrausscheidung von Citronenséure war aber nur 
geringfiigig und mit derjenigen im Gefolge des Natriumacetats nicht 
zu vergleichen. Allerdings war auch die so erzielte Harnalkaleszenz 
weit geringer als die durch das Na-Acetat hervorgerufene Harn- 
alkaleszenz. 

Bei allmahlich gesteigerten Gaben freier Citronensdure wurde selbst 
bei einer Gabe von 90g Citronensiure oder 2g pro kg die Schwelle 
noch nicht erreicht, bei deren Uberschreitung die Citronensaure in den 
Harn tibergeht. 


3. Kohlenstofjrerteilung im Harn des Schweines und thre Verdnderung durch 
Citronensdurediiberschwemmung des Organismus, 

Um zu erfahren, ob und inwieweit die Zusammensetzung des 
Schweineharns durch Uberschwemmung des Organismus mit Citronen- 
saure verandert wird, haben wir in drei Harnproben des vorbeschriebenen 
Versuchs (2.) die Analyse der Kohlenstoffverteilung durchgefiihrt. Zwei 
von diesen Harnproben waren Normalharne bei gemischter kohlenhydrat- 
reicher Erndhrung: Harn A vom 16. Mai und Harn B vom 17. Mai. 
Die dritte Harnprobe ( 


wurde am 7. Juli nach Verfiitterung von 70 ¢ 
Citronenséiure gesammelt. 

Es wurden in jeder der Harnproben folgende Analysen durch- 
gefiihrt: 1. Gesamt-C: 5 cem des Harns wurden mit Salzsiure schwach 
kongosauer gemacht, zum dicken Sirup eingedampft, mit der zehn- 
fachen Menge Kieselgur zur Trockne gebracht, bei 120° getrocknet. 
In aliquoten Teilen wurde von Dr. A. Friedrich, dem wir dafiir zu Dank 
verpflichtet sind, die Mikrokohlenstoffbestimmung durch Verbrennung 
nach Pregl durchgefiihrt; 2. Gesamt-N nach Kjeldahl: 3. Harnstoff 
nach der Xanthydrolmethode: 4. Hippursdure nach dem Vorgang 
von R. Kapeller-Adler und E. Lauda‘; 5. Kreatinin nach Folin: 6. Ct- 
tronensdure nach Kometiani: 7. Milchsdure nach Friedemann, Cotonio 
und Schaffer; 8. Oxalsdure nach R. Kapeller-Adler und EF. Lauda’: 
9. Allantoin nach Larson; 10. fliichtige Sduren, hauptsichlich Ameisen- 
siure und als solche berechnet: Kohlensiure war stets nur in sehr 
geringen Mengen vorhanden. 

Vergleichen wir die Zahlen dieser Tabelle, von denen jede einzelne 
das Mittel aus Doppelbestimmungen bedeutet, sonach auf VerlaBlich- 
keit Anspruch erheben kann, so bemerken wir folgendes: Auffallend ist 
vor allem, wie sehr durch die Uberschwemmung des Organismus mit 
Citronensdure die Gesamtstickstoffausscheidung heruntergedriickt worden 
ist. (Normal 290, 242 mg-°,,. nach Verfiitterung von 70 g Citronensaure 
nur 77 mg-%.) Da sich die GréBenordnung der Gesamtkohlenstoff- 
ausscheidung nicht geandert hat (normal 18], 160, nach Citronen- 


' R. Kapeller-Adler u. E. Lauda, diese Zeitschr. 258, 429, 1933. 
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Harn C 


Harn A Harn B nach Verfiitterunyg 
normal normal von 70g Citronen 
siiure 


mg-" 4 mg-9 |; meg-' 


Harnstoff-C . .. outed colar esi 62,0 51,0 22. 
Hippursaure-C. ea Pe ee 64.5 55.3 f 
Kreatinin-C. . . a a : ackaet 8.5 7.6 53 
Citronensaure-( , — con eee 3,0 2,5 O.1 
Milchsaure-C ee oS ee 18.2 14.8 22.4 
Oxalsaure-C. . .. prea teas ‘ 8.2 10.4 14.6 
Allantomm=-(... 2.45: «4. ee AE 3,5 2.5 1.4 
Klichtige Sfuren-C . ... 6.1 4.6 Spuren 
Unbestimmter Rest . . ONY he 7.0 6.4 92.0 
Gresamt-C. ..... rae ee _ 181.0 159.9 194.6 
ROE? ye od cretion Att yh ae eS 290.5 242.2 77.0 
ae ee oe er eee ee een 0,62 0,66 2.53 


6.5 


Vom Gesamt-N entfallen auf Harnstofft 50.0 °. 492% 68,2 % 


siure 194 mg-°,), mu die Relation CN gewaltig emporschnellen 
(normal 0,62, 0.66, nach Citronensaure 2,53). Der Prozentsatz der vom 
Gesamt-N auf Harnstoff-N entfallt, hat dabei nicht abgenommen. Det 
unbestimmte Kohlenstoffrest, der iibrigbleibt, wenn man vom Gesamt-C 
die Summe aus Harnstoff-, Hippursaéure-, Kreatinin-, Citronensaure-. 
Milchsaéure-, Oxalséiure-, Allantoin- und flichtige Sauren-Kohlenstoff 
abzieht, betrug in der Norm nur 7 und 6 mg-°,, schwoll nach Uber- 


schwemmung des Organismus mit Citronenséiure gewaltig an, auf 
#2 mg-°,, was beinahe der Halfte des Gesamt-C entspricht. Rechnet 
man diesen C z. B. auf Acetondicarbonséure um, so wiirde dies bei 
einer Harnmenge von 3200 ccm mehr als 7 g davon bedeuten. Doch 
wire daraus zu ersehen, daB auf jeden Fall weitaus die Hauptmeny: 
(mehr als 90°.) der verfiitterten Citronensdure im Stoffwechsel vollkommen 


zerstort worden ist. 


V. Einflug der Citronensiiure auf das Kohlenhydratspeicherungsvermiégen der 
Rattenleber'. 


(Versuche von EF. H. Majer und H. Reisner.) 

Kine Reihe organischer Séuren wurde mit Hilfe der kolorimetrischen 
Indolmethode von Dische-Popper auf ihre Fahigkeit geprift, eine 
Kohlenhydratanhaufung in der Leber kohlenhydratarm und _ fettreich 
gefiitterter Ratten herbeizufiihren. Wahrend solche Ratten nach 
fiinftagiger derartiger Fiitterung ohne Zulage Gesamtkohlenhydrat- 
werte in der Leber von 0,87 bis 1,59 °% zeigten, fanden sich nach Zulage 
von citronensaurem Natron Werte von 0,36, 0,57, 0,96, 1,01, 0.94. 
0,36, 0,30, 0,48, 1,88 und 0,43°,. Die meisten Werte waren also den 


' Vel. BE. H. Majer u. H. Reisner, diese Zeitschr. 268, 340. 1933. 
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Kontrollen gegentiber erniedrigt. Ein einziger Wert fiel aus der Reihe 
und erschien erhéht. 

Es wurden nun weiter Versuche mit Schlundsondenfiitterung in 
der Weise ausgefiihrt, daB Ratten nach 24stiindigem Hunger 2 cem 
einer 10°, igen wasserigen Losung von citronensaurem Natron mit Hilfe 
einer Schlundsonde in den Magen eingefihrt erhielten und 3 Stunden 
spater durch Chloroform getétet wurden. Kontrollratten  zeigten 
Gesamtkohlenhydratwerte von 0,21 bis 0,58, Mittel 0.42°,: in jenen 
fatten, welche zitronensaures Natron erhalten hatten, fanden sich 
0,31 bis 0,48, Mittel 0,37°,, also praktisch dasselbe, wahrend nach 
Zufuhr von propionsaurem, d, I-milchsaurem und bernsteinsaurem 
Natrium sich Mittelwerte von 1,01 bzw. 0,96 bzw. 1,11 °,, ergeben hatten. 

Ks ergab sich also aus diesen Versuchen kein Anhaltspunkt dafiir. 
dap unter den gegebenen Bedingungen die Citronensdure als Substrat 
fiir einen Kohlenhydrataufbau in der Rattenleber dienen kénne. 


VI. Verwertung der Citronensiure zum Aufbau der Leibessubstanz niederer 
pflanzlicher Organismen', 
(Versuche von E. H,. Majer.) 

Kine Anzahl aliphater Saéuren wurden in serienweise angestellten 
Kulturversuchen durch Ermittlung des Erntegewichts auf ihr Ver- 
moégen gepriuft, als Kohlenstoffquelle fiir den Aufbau der Leibessubstanz 
von Schimmelpilzen dienen zu kénnen. Dabei standen nun die Milch- 
séure und die Essigsaéure an erster Stelle, ohne sich freilich hinsichtlich 
ihrer Brauchbarkeit als Kohlenstoffquelle fiir das Wachstum von 
Schimmelpilzen den Zuckerarten irgendwie an die Seite stellen zu 
kénnen. Die Citronensdure stand in Gesellschaft der Bernsteinsaure, 


Butterséure und Apfelsaiure diesbeziiglich auf einem niederen Niveau, 


wahrend eine Reihe anderer aliphatischer Saéuren (Ameisensaure, 
Propionsiure, Valerianséiure, Capronséure) sich in der gleichen Hinsicht 
als minderwertig erwiesen haben. 


Zusammenfassung. 

1. Zur Bestimmung der Citronensdure im Harn erwies sich die 
Methode von Kometiani, der das Prinzip von Stahre zugrundeliegt, 
als geeignet. Diese Methode beruht auf der CUberfiihrung der Citronen- 
sdure in Acetondicarbonséure durch Permanganat, Umwandlung 
in Pentabromaceton, Abtrennung und jodometrische Bestimmung 
dieses letzteren. Zusatzversuche von Citronenséiure zu Harn ergaben 
die Brauchbarkeit dieses Verfahrens. 

2. In menschlichen Mischharnen fand sich 0.009) bis 0,021 °,, 
Citronensiure. Weit héhere Werte fanden sich bei Selbstversuchen 


' Vel. O. Firth u. EF. H. Majer, diese Zeitschr. 2638, 332. 1933. 
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des einen von uns mit 0,070 bis 0.110%, welche Werte durch Natrium 
bicarbonat nur mabig gesteigert wurden (Literaturwerte: 0,013 bis 
0,187°.). In Kaninchen- und Meerschweinchenharnen fand sich nu 
wenig Citronensaure (Spuren bis 0,006 °%). Ein Hund schied bei kohlen- 
hydratreicher Kost nur 0,007 bis 0,009 g Citronenséure taglich aus, 
nach Natriumbicarbonatzulage 0,010 bis 0,014 g. Er vermochte sehr 
groBe Mengen mit der Nahrung zugefiihrter Citronensdiure zu zerstéren 
(bei ciner Belastung von 5g pro kg noch 96°, davon). 

3. Adrenalin-Glucosurie bei gleichzeitiger Uberschwemmung mit 
Natriumcitrat rief bei einem Hunde eine schnell abklingende alimentare 
Citronenséiureausscheidung hervor. Versuche an einem Phlorrhizin- 
hunde ergaben aber weder eine glucosurische noch eine antiketogene 
Wirkung der Citronensaure. 

4. Wir stellten weiterhin langfristige Versuche an zwei Jung- 
schweinen an. Bei einem derselben konstatierten wir einen deutlichen 
Abfall der taglichen Citronenséiureausscheidung bei Hunger.und kohlen- 
hydratfreier Kost, einen merklichen Anstieg dagegen bei kohlenhydrat- 
reicher Kost, sowie bei Zugabe von Natriwmbicarbonat und Natrium- 
acetat zur Nahrung. Bei dem anderen Versuchstiere stellten wir fest, 
daf von verschiedenen, als Vorstufen der Citronensdure in Betracht 


kommenden Substanzen, wie Essigséure, Milchséure, Apfelsiure (als 


Na-Salze), Oxalessigsiure (als Ester), Alkohol und Glycerin, nur das 
Natriumsalz der Essigsdure eine betrachtliche Mehrausscheidung von 
Citronensaure auszulésen vermochte (allerdings bei gleichzeitiger er- 
heblicher Alkaleszenzsteigerung des Harns). Es erscheint dies insofern 
bemerkenswert, als die Mehrzahl von Autoren (s. die Einleitung) und 
neuerdings insbesondere auch //. Wieland der Essigséiure eine Rolle 
beim Aufbau der Citronensdure durch Mikroorganismen zuweisen. 

Die Ermittlung der Kohlenstoff- und Stickstoffverteilung im Schweine- 
harn nach Cbherschwemmung des Organismus mit freier Citronensaiure 
(2g pro kg) ergab, daB die Citronensaéure zerstért worden war. Gleich- 
zeitig erfolgte ein jaher Abfall der N-Ausscheidung und ein Anstieg 
der Relation C/N, wobei fast die Halfte des Harnkohlenstoffs in Form 
eines uns unbekannten Abbauproduktes auftrat. 

5. Fiitterungs- und Schlundensondenversuche an Ratten zeigten, 
daB unter den gegebenen Bedingungen die Citronensaure nicht als 
Substrat fiir einen Kohlenhydrataufbau in der Rattenleber in Betracht kam. 

6. Beim Vergleich verschiedener Sauren in bezug auf ihr Ver- 
moégen, als Kohlenhydratquelle fiir den Aufbau der Leibessubstanzen von 
Schimmel pilzen dienen zu kénnen, nahm die Citronensaiure eine Mittel- 
stellung ein und erwiesen sich die Milchséure und Essigsaéure ihr in 
dieser Hinsicht stark iiberlegen. 
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Uber Extraktivstoffe der Leber. 


Von 


Regine Kapeller-Adler und Anita Luisada. . 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat in Wien.) 


(Eingegangen am 12. Februar 1934.) 


Das Auftreten einer postmortalen Sauerung der Leber hat schon 
ziemlich friithzeitig das Interesse verschiedener Forscher geweckt. 
EKinem besonders eingehenden Studium wurden die mit der Autolyse 
der Leber parallel verlaufenden fermentativen Vorgange in derselben 
unterworfen. 


Schon in der alteren Literatur! finden wir Angaben iiber die Natur 
der bei der Leberautolyse auftretenden Séuren. Es handelt sich den er- 
wihnten Autoren zufolge um Saéuren wie Kohlensdure, Essigsaiure, Milch- 
saure, Butterséurc und Bernsteinséure, wobei die Frage des Milchsaure- 
auftretens bei der Leberautolyse besonders eingehend untersucht wurde. 
In diesem Zusammenhang stellte Tvirkel? fest, daB der Milchsaiuregehalt 
von Leberautolysaten in den ersten Tagen zunachst zunehme, um dann 
wieder um ein Betrachtliches abzunehmen. Salkowski und Steim*, welche 
dieselbe Beobachtung gemacht haben, nehmen an, daB in Leberautolysaten 
neben einem milchséurebildenden Ferment noch ein milchsdurezerstérendes 
vorhanden sei. Sevringhaus* konnte als erster darauf hinweisen, dab die 
Milchsiiure, die bis dahin als der Hauptfaktor der postmortalen Sauerung 
der Leber aufgefaBt wurde, eigentlich bei diesem ProzeB eine untergeordnete 
Rolle spiele und daB hierbei in erster Linie die Phosphorsiéiure in Betracht 
zu ziehen sei. Die bei der Leberautolyse auftretende Phosphorséiuremenge 
bildet ungefahr das Zehnfache des Milchsauregehalts. Rona und Mitarbeiter ® 
haben beziiglich des Phosphorsaureauftretens bei der Leberautolyse ahnliche 
Beobachtungen wie Sevringhaus gemacht. Laves und Schadendor/f® machen 
fiir die Vermehrung der freien Saéuregruppen bei der Leberautolyse haupt- 
sichlich die Spaltung von EiweiBkérpern verantwortlich. 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten zunachst Unter- 
suchungen iiber die Zusammensetzung von Leberextrakten und iiber die 
Stickstoffverteilung in denselben angestellt werden. Im _ weiteren 
Verlaufe der Arbeit wurden unter ahnlichen Gesichtspunkten kaufliche, 
antianémisch wirksame Praparate in den Kreis der Untersuchungen 
einbezogen. 


1 Pribram, Sitzungsber. d. Wien. Akad. 78, 2. Abt., 1887: Ekunina, 
J. prakt. Chem. N. F., 21, 488, 1880; Wyssokowits, du Bois Arch. 1887, 
S. 91; Magnus-Levy, Hofmeisters Beitr. 2, 261, 1903. — * Diese Zeitschr. 20, 
431, 1909. 3 Ebenda 40, 486, 1912. ‘J. of biol. Chem. 57, 163, 1923. 
— 5 Diese Zeitschr. 162, 87, 1925. — ® Zeitschr. f. physiol. Chem. 210, 
168. 1932. 
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1. Uber die Azidititsyerhaltnisse in Leberextrakten. 


100 ¢ frischer Kalbsleber wurden mit Hilfe einer Fleischhack 
maschine zerkleinert, dreimal mit je 150 ccm Wasser ausgekocht und 
die vereinigten Ausziige klar filtriert. Nach dem <Auffiillen auf ein 
bestimmtes Volumen wurde die Losung zur Konservierung mit einigen 
Tropfen Chloroform und Toluol versetzt. Dieser Auszug bildete das 
Ausgangsmaterial fiir die nachfolgenden Untersuchungen. | Zwecks 
Ermittlung der Gesamtaziditdt dieses Extraktes wurden aliquote Teile 
desselben mit n 10 Lauge gegen Phenolphthalein titriert. Hieraut 
wurde zur naheren Charakterisierung der in der Leber enthaltenen 
Sauren die dtherlisliche Sdurefraktion durch mehrstiindige Ather- 
extraktion des mit Phosphorséiure angeséiuerten Leberauszuges im 
rotierenden Lindtschen Apparat abgetrennt. In dem so gewonnenen 
Atherextrakt bestimmten wir zunachst nach vorsichtigem Abdampfen 
des Athers im Vakuum bei Zimmertemperatur die Gesamtazeditat des- 
selben durch ‘Titration mit n 10 Lauge und Phenolphthalein. Die Auf- 
teilung des Atherauszuges erfolgte in eine Fraktion flichtiger Sduren 
und eine solche nicht fliichtiger Sduren. Die letzteren wurden ihrerseits 
in einen wasserloslichen und einen wasserunldslichen Teil zerlegt. Die 
fliichtigen Sduren destillierten wir nach Welde! bei 60° unter vermin 
dertem Druck ab und fingen sie in iiberschiissiger n 10 Lauge auf 
Der hinterbleibende, nicht fliichtige Saureanteil wurde mit kaltem 
Wasser digeriert, wobei zwei Fraktionen, eine wasserlésliche und eine 
wasserunlésliche gebildet wurden. Der wasserunlésliche Teil, der haupt 
sichlich aus héheren Fettsduren bestehen diirfte, wurde in 50 °,igem 
Alkohol aufgelést und mit n 100 Lauge und Phenolphthalein titriert 
Die Aziditat der wasserléslichen Fraktion wurde ebenfalls durch Titration 
mit n 100 Lauge gegen Phenolphthalein ermittelt. SchlieBlich wurde 
in diesem wasserléslichen Anteil Milchsdurebestimmungen nach Fried: 
mann* durchgefihrt. 

Unter vollkommen analogen Bedingungen fraktionierten wir di 
Leberautolysate. Die Autolysenversuche fiihrten wir so durch, daB jeweils 
100 g¢ der fein zerkleinerten Kalbsleber in Glasdosen mit eingeschliffenen 
Stopfen in 200 cem physiologischer Kochsalzlésung suspendiert und mit 
Chloroform und Toluol reichlich versetzt wurden. Die einzelnen Proben 
wurden nach kraftigem Durchschtitteln in einen Brutofen gebracht, wobe 
sie taglich durchgeschiittelt wurden. Von Zeit zu Zeit setzten wir etwa 
Chloroform hinzu. Nach abgebrochener Autolyse koagulierten wir den Inha!t 
der einzelnen GlasgefaBe durch 10 Minuten langes Kochen, filtrierten dis 
Flissigkeit ab und kochten den Riickstand mit Wasser aus. Dieser Vorgany 
wurde im ganzen dreimal wiederholt. Die vereinigten und filtrierten Aus 


1 Diese Zeitschr. 28, 504, 1910. 2 J. of biol. Chem. 73, 335, 1927 
83, 23, 1929. 
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zuge wurden auf ein bestimmtes Volumen gebracht. Diese Losung bildete 
das Ausgangsprodukt fiir die schon oben beschriebenen Untersuchungen. 

Die bei den gesamten Untersuchungen erzielten Resultate! finden 
sich in der Tabelle 1 zusammengefaBt. 


Tabelle I. 
Aziditat von Lebertraktionen. 


100 ¢ Kalbsleber enthalten COOH in Grammen: 





Atherextrakt des urspriinglichen Leberauszuges 


Fraktionierung des Atherextraktes 


Aziditit 
, des ~ % ee: Gesamt- *h- 
Dauer der wisserigen||_ Gesamt- Nichtfliichtige Sauren Gesamt Milch 
Autolyse cal “ aziditit des aziditatder| saure 
eber- Fliichtige Lisungen in g 
extraktes Bry || Situren Wasser- Wasser- || 44 84+0¢ |) COOH 
extraktes unldsliche losliche 
Siuren Siuren 
A B Cc 


Ohne 
Autolyse 0.2146 0,0535 90,0330 0.0091 0,0285 0.0706  0,0124 


3 Tage , 0,3332 0,0718  0,0267  0,0079 0,0619 0,0965 0.0446 


( 0,3615 0,0962 = =0,0205 = -0,0049 0.0847 01101  0,0649 
ae 0.3751 0,1140 (),0224 0.0036 0.0968 0.1228 0.0632 
at % 0.4518 01371 0,0303 0,0027 0.1277 0,1607 = 9,0542 
34. Cy 0.5196 01408 0,0463 0.0010 0,1092 0.1565  0,0894 


Betrachtet man die einzelnen Ergebnisse, so ergibt sich folgendes: 
Die Gesamtaziditat des Extraktes aus einer frischen Kalbsleber belauft 
sich auf 0,2 g (in Carboxyl ausgedriickt) fiir 100g. Athert man den 
wasserigen Auszug aus, so geht nur etwa ein Viertel der Sduren in den 
Ather iiber. Unter diesen dtherldslichen Sduren bilden die flichtigen 
Sduren den Hauptanteil, in etwas geringerer Menge sind die wasser- 
lislichen Sduren vertreten, dagegen ist der Anteil der wasserunldslichen 
Sduren verschwindend klein. Die Milchsdure bildet fast die Halfte 
der wasserlislichen Fraktion. Vergleichen wir mit diesen Ergebnissen 
diejenigen der Autolysenversuche, so miissen wir folgendes feststellen: 
Mit zunehmender Autolyse steigt die Gesamtaziditat des urspriinglichen 
Leberauszuges, und zwar besonders stark bis zum siebenten Tage. 
Von da ab ist zwar noch immer ein Anwachsen der Gesamtaziditat 
zu beobachten, der Anstieg ist aber nur ein allmahlicher. Die Gesamt- 
aziditat des Atherextraktes nimmt hingegen kontinuierlich mit der Zahl 
der Autolysentage zu. Die fliichtigen Sduren nehmen in den ersten Tagen 


1 Die Beleganalysen fiir simtliche im Rahmen dieser Arbeit angefiihrten 
Werte finden sich in der Dissertationsarbeit Anita Luisada, Wien. 
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der Autolyse etwas ab, um dann wieder langsam anzusteigen. Di 
nichtflichtigen, wasserunléslichen Séiuren zeigen mit zunehmender Auto 
lyse eine 'Tendenz zur Verminderung. Die Menge der nichtfliichtigen 
wasserloslichen Séiuren nimmt bis zum 21. Autolysentage konstant zu 
dann etwas ab. Einer besonderen Beriicksichtigung wert erscheint 
die Milchsdure. Thre Menge steigt bis zum 7. Tage der Autolys: 
betrachtlich an und sinkt nach dieser Zeit langsam ab. 

Diese Beobachtung steht in gutem Einklang mit den Feststellunge: 
von Tiirkel (l.e¢.). von Salkowski! und von Inowye*®, welche Autoren it 
Leber- und Muskelautolysaten ebenfalls zuerst ein Anwachsen der Mile! 


siuremenge und dann ein Absinken derselben verzeichnet haben. Der 
Hoéhepunkt der Milchséiurezunahme bei der Autolyse wird von den ein 
zelnen Autoren verschieden angegeben. Salkowski stellt einen solchen 


in der 72. Stunde fest, Jnowye hingegen erst am 7. Tage. O. Firth 
hbeobachtete bei der Autolyse einer Menschenleber eine Milchsaéureabnahniu 
am 3. Tage. 

SchlieBlich muB noch auf folgende auffaillige Beobachtung hin 
gewiesen werden: Werden die einzelnen Fraktionen des Atherextraktes 
(in der Tabelle 1 mit A, B, C bezeichnet) addiert und die erhaltene 
Zahl mit dem Wert fiir die Gesamtaziditat des Atherextraktes ver- 
glichen, so ergibt sich eine Diskrepanz zwischen diesen beiden Ergeb- 
nissen, und zwar ist die durch Addieren der einzelnen Fraktionen e1 
mittelte Zahl viel héher als diejenige fiir die Gesamtaziditaét. Diese 
Feststellung gilt nicht nur fiir die Untersuchung der frischen Leber- 
auszlige, sondern auch fiir diejenige samtlicher Autolysate. Es hat also 
den Anschein, als ob bei der Aufarbeitung des Atherauszuges Sduren 
neugebildet worden waren. Diese Neubildung kénnte nur bei der De. 
stillation der fliichtigen Sauren erfolgt sein, weil hier die Flissigkeit, 
wenn auch unter vermindertem Druck, immerhin auf 60° erwarmt 
worden ist. 

Da die Feststellung der Saurezunahme bei der Aufarbeitung des 
Atherextraktes bei héherer Temperatur  bemerkenswert — erschien, 
wurde zur naheren Beleuchtung dieser Frage folgender Versuch unter- 
nommen: Aliquote Teile sowohl von einem frischen Leberauszug als 
auch von einem Leberautolysat, deren Gesamtaziditat simtlich vorhe: 
festgestellt worden war, wurden auf dem Wasserbad bis zur Trockne 
eingeengt, der Riickstand in Wasser aufgenommen und mit n 10 Laug: 
gegen Phenolphthalein titriert. Die Resultate dieser Versuche finden 
sich in der Tabelle I. 

Aus dieser Tabelle geht deutlich hervor, daB die Aziditat des frischen 
Leberextraktes nach dem Kindampfen am Wasserbad auf mehr als das 


! Diese Zeitschr. 40, 486, 1912. —.* Zeitschr. f. physiol. Chem. 54. 
481. 1908. — ® Diese Zeitschr. 69,.199, 1915. 
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Tabelle LI. 
100g Kalbsleber enthalten COOH in Grammen: 





Aziditat nach 


Aziditit des Aziditat nach sacs: Wai fe 
Dauer der Autolyse Wisserigen dem Kindampfen dem oe a i 
Leberextraktes am Wasserbad oe reneet oe 
im | akwum 
A 0,2146 0.4801 
Ohne Autolvyse - . “pe 
| 30,1811 0,4679 
ST | A 0,3332 1.1804 
3 Tage - as ane a 
| 30,3923 1.0100 0.8026 
i8Tage. . a eer ae 0,4282 1,0847 
ge ; 0.5196 0.8471 


Doppelte gestiegen ist, obwohl die fliichtigen Saéuren bei dieser Prozedur 
verloren gegangen sind. Auch die nach dem EKindampfen der einzelnen 
Autolysate erhaltenen Werte erscheinen gegeniiber den urspriinglichen 
Saurezahlen stark erhéht und zwar ist die gréBte Zunahme beim Ein- 
dampfriickstand des Autolysats von 3 Tagen festgestellt. Ein schlieBlich 
mit einem Autolysenversuch von 3 ‘Tagen unter schonenderen Be- 
dingungen, und zwar bei vermindertem Druck unternommener Versuch 
ergab, daB auch beim Linengen des Leberextraktes am Wasserbad im 
Vakuum die Aziditdt auf mehr als das Doppelte ansteigt. Beim Ein- 
dampfen derselben Autolysenfliissigkeit am Wasserbade unter gewohn- 
lichem Druck ergibt sich eine 2! ,fache Zunahme. Die Ergebnisse 
dieser Versuche sprechen deutlich dafiir, daB beim Eindampfen von 
Leberausziigen bei héherer Temperatur, sei es auch im Vakuum, Sduren 
neugebildet werden. 

Wie ist nun diese Saéurezunahme zu erklaren’  Beim Versuch, 
diese Frage zu lésen, wurde zunachst die Méglichkeit einer Phosphor- 
sdureneubildung beim Eindampfen ins Auge gefaBt. Steht doch diese 
Sdure unter den bei der Autolyse entstehenden an erster Stelle. Aus 
dieser Ubherlegung heraus fiihrten wir in aliquoten Teilen des urspriing- 
lichen frischen Leberauszuges vor und nach dem Einengen desselben 
Phosphorsdurebestimmungen nach Embdens Strychninmol ybdatmethode ' 
durch. Im folgenden finden sich die Resultate dieser Untersuchung. 


100g Kalbsleber enthalten Phosphorsaéiure in Grammen: 


Vor dem Eindampfen des wasserigen Leberauszuges . . .) . 0.2387 
Nach dem Eindampfen des wasserigen Leberauszuges . . . 0,240] 


Es ist also auf Grund dieser Ergebnisse keine Phosphorsdurczunahme 
nach dem Eindampfen des Leberauszuges zu verzeichnen. — Ferner 
erschien es von Interesse, das Verhdltnis von Gesamtstickstof{f und des 
nach van Slyke bestimmbaren Aminostickstoffs zu Carboxyl vor und nach 


! Zeitschr. f. physiol. Chem. 113, 138, 1921. 


26* 
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dem Einengen der Losung zu untersuchen. Unter diesem Gesichtspunk 
unterwarfen wir sowohl den Auszug einer frischen Leber als auc! 
denjenigen eines Autolysats von 3 Tagen einer Untersuchung. W) 
erhielten dabei folgende Resultate : 


Tabelle III. 


100 ¢ Kalbsleber enthalten in Grammen: 





Ohne Autolyse dreitigige Autolyse 


COOH Ges.-N | NHy-N. COOH | Ges.-N | NH9-N 


Vor dem Kindampfen des 
wasserigen Leberauszuges 0,2593 0.2513 01078 0,5017 0.9022 9 0,7597 


Nach dem Kindampfen des 
wisserigen Leberauszuges 0.5566 0.2328 0,0357 1.2685 0.8757 0.2736 


Beim Betrachten der Ergebnisse der Untersuchung des frischen 
nicht autolysierten Leberauszuges ]aBt sich folgendes feststellen: Dic 
Gesamtaziditat ist nach dem EFinengen wieder auf mehr als das Doppelt: 
angewachsen: der Gesamt-N hat sich bei diesem Vorgang fast gar nicht 
gedndert, hingegen hat der nach van Slyke! ermtttelte Aminosticksto/) 
nach dem Eindampfen eine empfindliche EinbuBe erlitten (Abnahm« 
bis zu ein Drittel des urspriinglichen Wertes). 

Bei der dreitagigen Autolyse ergibt sich folgendes Bild: Die gegeniibe: 
dem frischen Leberextrakt vermehrte Gesamtaziditat steigt nach dem 
ELindampfen auf das 2! ,fache. Der Gesamtstickstoff, der im Vergleich 
zu demjenigen des frischen Leberauszuges auf beinahe das Vierfach: 
angewachsen ist, dndert sich nach dem Eindampfen wenig. Der Amino 
stickstoff hingegen, der nach dreitagiger Autolyse gegeniiber dem frischen 
Leberextrakt auf das Siebenfache gestiegen war, sinkt beim Einengen 
der Lésung auf ein Drittel. Diese sowohl nach dem Eindampfen des 
frischen als auch autolysierten Leberextraktes festgestellte auffallend 
Abnahme des nach van Slyke bestimmbaren Aminostickstoffs lie zunadchst 
an die Méglichkeit einer durch den Eindampfvorgang bewirkten Des 
aminierung von Aminosduren denken. Zur Klirung dieser Frage wurden 
in einem frischen Leberextrakt Ammoniakbestimmungen nach det 
Durchliiftungsmethode von Folin? vor und nach dem Einengen de: 
Lésung durchgefiihrt. Wir erhielten dabei folgende Ergebnisse. 


100g Kalbsleber enthalten Ammoniak in Grammen: 


Vor dem Eindampfen des Leberauszuges . . . . 2. 2). . O,UT75I 
Nach dem Eindampfen des Leberauszuges . . . . . . . 01308 
! Hoppe-Seyler-Thierfelder, Handb. d. Analyse 1924, S. 580. — * Zeit 


sehr. f. physiol. Chem. 37, 161, 1902/03. 
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Da bei diesem Versuch von einer Zunahme des freien Ammoniaks 
nach dem Eindampfen keineswegs die Rede sein kann, muB der Gedanke 
in eine Desaminierung der Aminosduren beim Kindampfen von Leber- 
auszigen am Wasserbad fallengelassen werden. 

Zur weiteren Beleuchtung der Frage der Aziditatszunahme wurden 
in einem frischen Leberextrakt Aminosduren- und Pol ype ptidbestim- 
mungen nach Wallstatter und Waldschmidt-Leitz', und zwar wieder 
vor und nach dem Eindampfen der Lésung unternommen.  Gleichzeitig 
wurden in demselben Extrakt Bestimmungen der Gesamtaziditdt, des 
Gesamtstickstoffs und des nach van Slyke bestimmbaren Aminosdure- 
stickstoffs durchgefiihrt. Die Tabelle IV zeigt die dabei gewonnenen 
cesultate. 

Tabelle IV. 


100g Kalbsleber enthalten in Grammen: 





Titration nach 
Willstatter 


COOH N H2-N in 90%/oi 40 foi 
Gesamt-N nacl In 90"/oig. in 40% ol. || (44+ By—} 
(Y) i van Slyke Alkohol”— Alkobol |) “4 * ”? 
‘ (A) (B) 
COOH in g 
Vor dem Ein- 
dampfen des 
Leberauszuges 0,1867 0.2104 0,0520 0.2477 0.4881 0.5491 


Nach dem Ein- 
dampfen des 
Leberauszuges 00,4458 0.2086 0,0152 0.0929 0.6419 0,2890 


Die Gesamtaziditat (Y) ist nach dem EKinengen wieder auf mehr 
als das Doppelte gestiegen, der Gesamtstickstoff hat sich nicht gedndert, 
der Aminostickstoff ist entsprechend den friiheren Beobachtungen 
auf ein Drittel gesunken. Was nun die bei der Titration nach Willstdtter 
und Waldschmidt-Leitz erhaltenen Werte betrifft, so darf nicht auBer 
acht gelassen werden, daB diese aufer den Aminosduren und Polypeptiden 
noch die Summe der anderen im Leberextrakt enthaltenen Sduren 
umfassen. Es muB daher von der Summe der bei der Titration in 90° iger 
alkoholischer Lésung (A) und in 40° iger alkoholischer Lésung ( B) 
erhaltenen, den Angaben Weillstdtters entsprechend umgerechneten 
und in Gramm Carboxyl angefiihrten Zahlen die durch direkte Titration 
des urspriinglichen wisserigen Auszuges erhaltene Carborylzahl (Y) 
subtrahiert werden. Betrachtet man nun diesen so erhaltenen Wert 
vor und nach dem Einengen des Leberextraktes, so ergibt sich, dal 
nach dem Eindampfen die Summe der Aminosduren und Polypeptid- 


' Ber. 54, 2988, 1921. 
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carboxyle auf die Halfte gesunken ist. Aus diesen letzten Versuch 
geht eindeutig hervor, da weder die Aminosduren noch die Pol ype ptid 
fiir die beim Eindampfen von Leberextrakten beobachtete Sdurezunahn 
verantwortlich gemacht werden kinnen. Die Summe der Aminosaure) 
und Polvpeptidcarboxyle erleidet vielmehr bei diesem Vorgang ein: 
emptindliche EinbuBe. Die Méglichkeit der Bildung von inneren An 


R 
H 


hydriden, etwa vom Typus C NH, wiire hierbei nicht von der Hand 


CO 
zu weisen., 

SchheBlich muBte nachgesehen werden, ob die beim Eindampfen 
von Leberextrakten neugebildeten Sduren dtherléslich seien. Die zu diesem 
Zweck durchgefiihrte Atherextraktion eines eingeengten Leberauszuges 
im rotierenden Lindtschen Apparat ergab folgendes: 

lOO g Leber enthalten COOH in Grammen: 
Aziditat des wisserigen Leberextraktes . 2... 0.0. 2... . . O,181I 
Aziditat dieses Extraktes nach dem Eindampten am Wasserbad 0,4679 


Aziditat des Atherextraktes von dem am Wasserbad einge- 
gedampiten Leberauszug ....... ++... « 0,0817 


Aus diesem Versuch ergibt sich, dab etwa ein Fiinftel der neugebildeten 
Sduren atherloslich ist. Fiir den beim Eindampfen von Extrakten frischer 
Leber und von Leberautolysaten festgestellten Aziditdtszuwachs konnte 
bisher keine befriedigende Erklarung gefunden werden, da derselbe 
weder durch Milchsdure- noch durch Phosphorsdurezunahme bedingt 
zu sein scheint. Ebensowenig kann die Bildung saurer Komplexe durch 
Desaminierung héherer Aminosiuren in Betracht gezogen werden 
Ferner ist die Menge der vorhandenen héheren Fettséiuren an sich viel 
zu gering, als daB sie zur Erklarung der auffallenden Saurezunahme 
beim Eindampfen herangezogen werden kénnte. Es liegt wohl am 
nichsten eine Neubildung saurer Produkte auf Kosten des in der Leber 
sehr reichlich vertretenen Glykogens bzw. Traubenzuckers in Erwagung 
zu ziehen. 


il. Uher die Stickstoffverteilung in Leberextrakten. 


Robbscheit, Robbins und Whipple! waren die ersten Autoren, welche 
bei entbluteten Hunden die Beobachtung machten, da8 Rinderleber eine 
maximale Regeneration von Hamoglobin und roten Blutkérperchen be 
wirke. Minot und Murphy? stellten kurze Zeit darauf fest, daB groBe Gaben 
von Leber die Erythrocytenzahl in Fallen von perniziéser Anamie bedeutend 


' Amer. J. of Physiol. 72, 408, 1925. — ? J. amer. med. Assoc. 87, 


470, 1926; 89, 719, 1927. 
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vergr6Bern. Durch diese Beobachtung wurden Edwin Cohn und Mitarbeiter 

um eitrigen Studium des Leberproblems angeregt, welches Studium eine 
roBe Anzahl interessanter Arbeiten zur Folge hatte'. Nach Amnsicht der 
lutoren wird das antiandmisch wirksame Prinzip der Leber durch eine 
stickstoffhaltige Substanz reprdsentiert. Beziiglich der Natur dieses stickstoff- 
haltigen Stoffes gehen die Meinungen der einzelnen Forseher ziemlich aus- 
inander. Wahrend West und Howe? zuerst der Ansicht waren. dali det 
wirksame Stott der Leber em Dipeptid aus /-Oxvglutaminsaure und Oxy 
prolin sei, konnten dieselben Autoren selbst in einer spateren Publikation® 
zeigen, dal} diese Behauptung unhaltbar sei. Cohn und Mitarbeiter ver 
treten in ihrer letzten diesbeziiglichen Arbeit? die Meinung, da®i die anti 
mamisch wirksame Substanz nicht, wie sie zuerst annahmen, cine Amino- 
sdure, sondern moglicherwe ise eine Pyrrol- oder Pyridinbase sei. Felix und 
Frihwein® heben ebenfalls hervor, dafii der von ihnen dargestellte anti 
anamische Stott stickstofthaltig sei, daB er durch Mercurisulfat aus schwetel 
saurer Lésung getallt werden kénne, aber sicherlich kein Peptid sei. 

Die erwahnten Arbeiten von Edwin Cohn und seiner Schule gaben 
die unmittelbare Veranlassung zur Inangriffnahme der zu beschreibenden 
Untersuchungen. An eigens hergestellten Leberauszigen sollte vor allem 
eine genaue Stickstoff-fraktionierung vorgenommen werden. Mit kleinen 
Anderungen brachten wir hierbei die von O. Fiirth und Schwarz® fiir die 
Fraktionierung des Extraktivstickstoffs des Siugetiermuskels angegebene 
Methode zur Anwendung. Zur Untersuchung gelangten zwei selbst- 
angefertigte Leberausziige, von denen der eine durch dreimaliges Aus- 
kochen, der andere durch fiinfmaliges Auskochen von je 4 kg Leber 
mit Wasser gewonnen worden waren. Die jeweils hergestellten Extrakte 
wurden auf ein bestimmtes Volumen gebracht und stellten so die Aus- 
gangssubstanz fiir die nachfolgenden Untersuchungen dar. 

Nachdem der Gesamtstickstof? des jeweiligen Extraktes ermittelt worden 
war, wurde eine Aufteilung in zwei Hauptfraktionn vorgenommen, und zwat 
in einen durch Phosphorwolframsdure fdllbarm und einen nichtfallbaren 
Anteil. Hieraut folgte eine Auftetlung der beiden Hauptfraktionen. Der 
erste Hauptanteil wurde in albumosenartige Stoffe, Ammoniak, Purinkorper, 
Kreatinin und den Basenrest fraktioniert. Im Phosphorwolframsdurefiltrat, 
der zweiten Hauptfraktion also, wurden Kreatin, Harnstoff, Aminosduren 
und die Polypeptide ermittelt. 

Was die Methodik anlangt, so wurde der Gesamtstickstoff mittels des 
Mikro-Kjeldahl-Verfahrens bestimmt. Der durch Phosphorwolframsdure 
fdllbare Gesamtbasenstickstoff wurde nach van Slyke? ermittelt. Bei der 
Aufteilung dieser ersten Hauptfraktion wurde so verfahren, daf zundachst 
in aliquoten Teilen des urspriinglichen Leberextraktes die Albumosen, 
d. i. der Anteil der kolloidalen aussalzbaren Eiweifderivate nach Baumann 


1 J. of biol. Chem. 74, 69, 1927; 77, 325, 1928; 87, 69, 1930; Amer. J. of 


Physiol. 90, 316, 1929. — 2 J. of biol. Chem. 88, 427, 1930. — * Ebenda 
94, 611, 1931. — * Ebenda 87, 69, 1930. — ° Zeitschr. f. physiol. Chem. 


216, 173, 1933. — ® Diese Zeitschr. 30, 413, 1911. 7 J. of biol. Chem. 
10, 15, 1911; 22, 281, 1915. 
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und Béhmer', durch Zinksulfat ausgefallt wurden und im Niederschla, 
der Stickstoff zur Bestimmung gelangte. In einem anderen aliquoten Tei 
des Leberauszuges wurde eine Ammoniakbestimmung nach Folin (l.e.) durch 
gefuhrt. Hierauf folgte nach Beseitigung einiger st6render Stoffe dure} 
eine stark ammoniakhaltige Magnesiamixtur eine Purinkérperbestimmuny 
nach der etwas modifizierten Methode von Arnstein *, wobei die Purine mittels 
einer ammoniakalischen Silberl6sung abgeschieden werden. Die Be 
stimmung des Kreatinins erfolgte auf kolorimetrischem Wege nach Folin® 
Die Basenfraktion wurde auf rechnerischem Wege ermittelt, indem von den 
durch Phosphorwoljramsdure fdllbaren Gesamtbasenstickstof{fwert die Summ 
aus den Stickstoffwerten der Albumosenfraktion, des Ammoniaks, der Purin 
kérper und des Kreatinins subtrahiert wurde. In dieser Basenrestfraktion 
diirften Substanzen wie Cholin, Methylquanidin, Cystin und Glutathion ent 
halten sein. In der zweiten Hauptfraction, im Filtrat der durch Phosphor 
wolframsaure ausgefallten Basen, wurde nach Entfernung des iiberschiissigen 
Fallungsmittels durch Baryt zuerst der Harnstoffstickstof/f mittels det 
Xanthydrolmethode nach Fosse* ermittelt. Im harnstofffreien Filtrat wurden 
die Aminosduren und Polypeptide nach van Slyke bestimmt. Der Kreatin 
stickstoffwert wurde im urspringlichen Leberextrakt nach erfolgter H ydrolyse 


Tabelle V. 


Stickstoffverteilung in Rindsleberausziigen. 





I, Versuch. IT, Versuch. 
Dreimalige Auskochung _ Fiinfmalige Auskochung 


von Rindsleber von Rindsleber 
100 g Rinds- 
leber ent- 
halten in g 


100 g Rinds- 
leber ent- 
halten in g 


0 0 des 


0/9 des 
Gesamt-N 


Gesamt-N 
Gesamt-Extraktiv-N . CM! ere 0,1612 100 0.2380 100 
Gesamt-Basen-N ....... 0,0983 60,98 0.1344 56,47 


I. Hauptfraktion. 
Albumosen- 


Phosphor- |(Nukleoproteid)-N . 0.0329 20,41 0.0522 21,93 
wolfram- JAmmoniak-N . . . 00227 14,08 0,0180 7,56 
siure- ie: 0,0035 2,17 0,0123 5,17 
niederschlag | Kreatinin-N ‘ 0,0051 3,16 0,0043 1,51 
Basenrest-N ; 0,0341 21,15 0,0476 20,00 
Il. Hauptfraktion. 
Kreatin-N . . : 0,0035 2,17 0,0080 1,26 
Phosphor- | Harnstoff-N ee 0,0082 5,09 0,0115 4,83 
wolfram- ,Aminosiuren-N . . 0,0234 14,52 0,0306 12,86 
siurefiltrat |Polypeptid-N . . . 0,0085 5,27 0,0136 5,71 
Unbest. Rest-N ; 11,98 18,87 
Summe:  100,— 100, 
1 Zeitschr. f. Unters. v. Nahrungs- u. GenuBm. 1, 106, 1898. — * Zeit- 
schr. f. physiol. Chem. 23, 417, 1897. — ° J. of biol. Chem. 17, 469, 1914. 


— 4 Anal. de Inst. Pasteur 30, 526, 1916: zit. nach Thierfelder, Handb. d. 
Anal. 1924, S. 701. 
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nach Hahn und Barkan’, kolorimetrisch nach Folin ermittelt, indem von 
dem auf diesem Wege erhaltenen Gesamtkreatininwert (Kreatin + Kreati- 
nin), der durch direkte Untersuchung des unhydrolysierten Leberextraktes 
gewonnene Kreatininwert abgezogen wurde. Durch entsprechende Um- 
rechnung resultierte der Kreatinsticksto/fwert. Die Resultate dieser einzelnen 
Untersuchungen finden sich in der Tabelle V. 

Betrachtet man zunichst die Ergebnisse des ersten Versuchs, 
bei dem von einem durch dreimaliges Auskochen von 4 kg Leber ge- 
wonnenen Extrakt ausgegangen wurde, so zeigt sich folgendes: Der 
Gesamtextraktivstickstoff belauft sich auf O.16g fiir 160g Rindsleber 
und wird gleich 100°, gesetzt. Der weitaus gréfte Teil des Gesamt- 
extraktivstickstoffs entfallt auf die erste Hauptfraktion, namlich die mit 
Phosphorwolframsdure fallbare Gesamtbasenfraktion (rund 61°,). Unter 
diesen Basen nehmen die albumosenartigen Stoffe die erste Stelle ein 
(ein Drittel des Gesamtbasenstickstoffs) und werden nur schwach 
ibertroffen vom Basenrest. Der GréBenordnung nach folgt dann der 
Ammoniakstickstoff, wahrend die Purinkérper- und die Kreatinin- 
fraktion fast gleich groB sind. Im Phosphorwolframsdurefiltrat entfallt 
unter den untersuchten Fraktionen der grépte Anteil auf die Amino 
sduren. Die Polypeptid- und die Harnstoff{-fraktion gehéren derselben 
GroBenordnung an, der KAreatinanteil ist auBerst gering. In dieser 
zweiten Hauptfraktion bleibt ein unbestimmter Rest von rund 12°, des 
Gesamtextraktivstickstoff{s ibrig. Beim Vergleich dieses Zahlenmaterials 
mit dem Ergebnis des zweiten Versuchs, dessen Ausgangsmaterial 
ein durch fiinfmaliges Auskochen von 4kg Rindsleber gewonnener 
Auszug bildete, fallt vor allem die Tatsache auf, daB der Gesamte xtraktiv- 
stickstoff um fast ein Drittel gestiegen ist. Auch hier bildet die mit 
Phosphorwolframsdure fdallbare Gesamtfraktion zahlenmabig den grdBten 
Anteil. Der Albumosenstickstoff erscheint gegeniiber dem des ersten 
Versuchs um eine Spur vermehrt, der Basenreststickstoff etwas ver- 
mindert. Hingegen ist der Ammoniakstickstoff auf die Hadlfte herab- 
gesetzt, der Kreatininstickstoff ist ebenfalls stark vermindert, der Purin- 
stickstoff ist dagegen auf mehr als das Doppelte gestiegen. 

In der zweiten Hauptfraktion, dem Phosphorwolframsdure filtrat, 
hat sich numerisch gegeniiber dem ersten Versuch nicht viel gedndert. 
Die Aminosdure- und Polypeptidanteile haben kaum eine Verschiebung 
erfahren, die Harnstoff-fraktion ist fast identisch mit derjenigen des 
ersten Versuchs, lediglich der Areatinstickstoff ist wesentlich gesunken. 
Der unbestimmte Rest ist hier viel héher und betragt rund 19°, des 
Gesamtextraktivstickstoffs. Diesen Ergebnissen zufolge bietet die 
haufigere Extraktion der Leber keinerlei besonderen Vorteil. 

In diesem Zusammenhang mogen einige Literaturangaben eine Bertick- 


sichtigung finden: Kaplansky? hat den Gesamtextraktivstickstoff von Hunde- 


1 Zeitschr. f. Biol. 72. 305, 1920. — 2 Diese Zeitschr. 169, 245, 1928. 
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lebern mit 0,245°.. bestimmt, welecher Wert mit dem im Rahmen unsere 
zweiten Versuchs ermittelten gut in Einklang zu bringen ist. Beker! hat 
fir LOO g Rindsleber einen Gesamtkreatininwert (IKreatin + Kreatinin) voi 


0.029 gq gefunden. aus welcher Zahl sich 0,OLL g Gesamtkreatininstickstof! 
fiir 100 ¢@ Rindsleber errechnen. Wir fanden in unserer ersten Versuchs 
anordnung einen Gesamtkreatininstickstotfwert von 0,008 g. im zweite: 
Versuch von 0,007 g fiir 100 g¢ Rindsleber. Gottlieb? hat fiir 100 g Hundelebe) 
einen Harnstoff-Stickstoffwert von 0,002 bis 0,012 q bestimmt, und Burnton 
findet in 100 q Katzenleber 0,006 g Harnstoff-Stickstoff. Die im ersten und 
zweiten Versuch dieser Arbeit fiir Harnstoft-Stickstoff erhaltenen Zahler 
von 0,008 bis 0,012 g¢ fir LOO g Rindsleber gehéren derselben GroBbenordnuny 
wie die Literaturangaben an. 


Zur niheren Charakterisierung der ersten Hauptfraktion wurde aus 
jedem der beiden Leberextrakte die nach der Entfernung der Albumosen 
und Ammoniakfraktion hinterbleibenden Stoffe mit Phosphorwolfram 
sdure nach van Slyke ausgefallt und der Niederschlag vorschriftsgemal 
mit Amylalkohol und Ather zerlegt. In der so erhaltenen Fraktion 
wurde zundchst der Gesamtstickstoff und hierauf der Aminosduren 
und Polype ptidstickstoff bestimmt. In einem anderen Teil dieser Basen 


Tabelle VI. 
Durch Phosphorwolframsaure fallbare Substanzen (Fraktion A 
nach Entfernung des Nucleoproteid- und Ammoniakanteils. 
Bestimmung des Gesamt-, NH,- und Polypeptid-N. 





I. Versuch IT. Versuch. 
Dreimalige Auskochung Fiinfmalige Auskochung 


von Rindsleber von Rindsleber 


100 ¢ Rinds- 
leber ent- 
halten in g 


100 g Rinds- 
leber ent- 
halten in g 


0/9 des 


Gesamt-N 


OJ) des 
Gesamt-N 


eee porn ac et ees 0,0495 100 0,0722 100 
Aminosauren-N (nach van Slyke) 0,0065 13,13 0,0104 14,41 
Polypeptid-N (nach van Slyke) . 0,0150 30,30 0,0213 29,50 


Verseifung der Fraktion A mit 30°, Lauge. 





T. Versuch. IT. Versuch. 
Dreimalige Auskochung Fiinfmalige Auskochung 


von Rindsleber von Rindsleber 
100 g Rinds- 

leber ent- 
halten in g 


| 100 g Rinds- 
leber ent- 
halten in g 


0/5 des 


9/9 des 
Gesamt-N 


Gesamt-N 


Gosamt-N 2... tte A. 0,0495 100 0,0722 100 

Trimethylamin-N ....... 0,0042 8,49 0,0075 10,39 
Methylamin-N. 7 re 0,0008 1,62 0,0057 7,89 
Ammponiee-N . wk os ts 0,0154 31,11 0.0154 21,33 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 87, 21, 1913. — * Arch. f. exper. Pathol. 
42, 238, 1899. — ®% Arch. des se. biol. 11, 258, 1906. 
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fraktion wurde eine Verseifung mit 50° iger Lauge nach Kapeller- 
Adler und Krael' durchgefiihrt. Die hierbei entstehenden fliichtigen 
Basen wurden in einer Vorlage mit doppeltnormaler Salzsaéure auf- 
gefangen, das Destillat am Wasserbad eingeengt und die resultierenden 
Basenchlorhydrate mittels heiBen Chloroforms fraktioniert. Der chloro- 
formlésliche Anteil wurde als Trimethylaminchlorhydrat erkannt, der 
chloroformunlésliche bestand aus einem Gemenge von Salmiak und 
Methylaminchlorhydrat. Der Methylamingehalt dieses Gemenges wurde 
indirekt durch eine Methylimidbestimmung nach Pregl in einem von 
Friedrich? modifizierten Apparat bestimmt. In der Tabelle VI bringen 
wir die Ergebnisse dieser Untersuchung. 

Beim Betrachten dieser Tabelle ergibt sich folgendes: Die Poly- 
pe ptidfraktion ist in beiden Versuchsreihen annahernd gleich und betragt 
rund 30°, des Gesamtstickstoffs der nach obiger Vorschrift isolierten 
Basen. Der Aminosdureanteil belauft sich im ersten Versuch auf 13°,, 
im zweiten Versuch auf 14°, des Gesamtstickstoffs. Die Pol ype ptid- 
fraktion dirtte vor allem das Glutathion enthalten, das ja in der Leber 
in so reichlichem MaBe vorhanden ist. So enthalt nach T'unnieliffe 
die Katzenleber 0,22 bis 0.35°, und die Rattenleber 0.16 bis 0,21 °, 
Glutathion. 

Was nun die bei der Verseifung mit starker Lauge der in obiger 
Versuchsanordnung gewonnenen Basen erzielten Resultate anlangt, 
so betragt der T'rimethylaminstickstoff im ersten Versuch 8°,, im zweiten 
Versuch 10°, des untersuchten Gesamtbasenstickstoffs. Wahrend der 
Methylaminstickstoff sich im ersten Versuch auf rund 2°, des Gesamt- 
stickstoffs beliuft, erscheint er im zweiten Versuch fast auf das Vierfach 
erhoht. Da das bei der Verseifung neu gebildete Ammoniak vollkommen 
unspezifisch ist und keinerlei Riickschliisse gestattet, findet es hier 
keine Beriicksichtigung. 

Das bei der geschilderten Verseifung gebildete T'rimethylamin. 
diirfte dem Cholin entstammen. Smorodinzew* konnte namlich fest- 
stellen, daB das fiir den Muskel so charakteristische Trimethylamin- 
derivat, das Carnitin, in der Leber vollkommen fehlt. Der Cholingehalt 
der Leber ist von Smorodinzew ermittelt worden, aus dem von ihm 
gefundenen Werte errechnen sich 0,008 g Cholinstickstoff fiir 100 g 
Leber. Strack® hat frische Rindsleber sofort nach dem Tode der Tiere 
und 5 bis 6 Stunden spater untersucht und schlieBt auf Grund der Er- 
gebnisse seiner Versuche, daB in der lebensfrischen Leber nahezu kein 
freies Cholin bzw. Acetylcholin auftritt. Nach der Unterbrechung der 


1 Diese Zeitschr. 221, 437, 1930. — ? Mikrochem., 7. Jahrg., 1, 195, 
1929. — *% Biochem. J. 19, 194, 1925. 4 Zeitschr. f. physiol. Chem. 80, 


218, 1912. — > Ebenda 220, 217, 1933. 
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Blutzufuhr steigt der Gehalt an freiem Cholin besonders in der ersten 
und nach der vierten Stunde an. Aus den Cholinchloridwerten des 
Autors, welche er in der Rindsleber 5 bis 6 Stunden nach dem Toc 
des Tieres ermittelt hat, errechnet sich ein Trimethylaminstickstoff- 
gehalt von 0,002 bis 0,008 g fiir 100 g Leber. Der im Verlauf unsere: 
Arbeit bestimmte Trimethylaminstickstoffwert stimmt also sowohl! 
mit den Beobachtungen von Smorodinzew als auch mit denjenigen 
von Strack iiberein. 

Was den Ursprung des untersuchten Methylamins betrifft, so diirfte 
dieses dem Methylquanidin entstammen. Kreatinin kann als Stamm- 
substanz nicht in Erwagung gezogen werden, da es bei der Verseifung 
mit starken Alkalien bloB Ammoniak, aber kein Methylamin abspaltet!. 
Tatsachlich hat auch Smorodinzew Methylguanidin, wenn auch in sehr 
geringer Menge, aus der Leber isolieren kénnen. 

Kine besondere Beriicksichtigung verdient weiter jene Fraktion 
der kolloidalen aussalzbaren EiweiBderivate, welche in der Tabelle V 
unter dem Namen Albumosenfraktion angefiihrt ist. Die nihere Unter- 
suchung der in dieser Fraktion enthaltenen Substanz ergab namlich, 
daB diese vollkommen identisch ist mit dem von Wohlgemuth? und 
Scaffidi®? aus Rinds- und Schweineleber dargestellten Nucleoproteid. 
Diese Verbindung zeichnet sich dadurch aus, daB sie aus wasserigen 
Leberausziigen durch Essigsiure oder Weinsaure gefallt wird und in 
Natriumearbonat und Ammoniak léslich ist. Das von Wohlgemuth 
dargestellte Nucleoproteid enthalt 16,67°, Stickstoff, dasjenige von 
Scaffidi 12,2°,. Versetzt man nun einen aliquoten Teil des im Verlauf 
der vorliegenden Arbeit hergestellten Leberauszuges an Stelle von 
Zinksulfat mit Essigséure, so entsteht derselbe flockige Niederschlag 
wie bei der Zinksulfatfaillung. Aus dem Filtrat des mit Essigsaéure 
gefallten Koérpers konnte mit Zinksulfat nichts mehr niedergeschlagen 
-werden. Andererseits vermochte auch Essigséure in dem Filtrat des 
mit Zinksulfat erzeugten Niederschlags keine Fallung zu erzeugen. 
Kinige an der isolierten Verbindung durchgefiihrte Stickstoffbestim- 
mungen ergaben einen Wert von 12,32 bis 12,61°,, welche Zahlen 
vollkommen identisch mit den von Scaffidi angefiihrten sind. Dieses 
Nucleoproteid wurde hydrolysiert und das Hydrolysat auf einen et- 
waigen Gehalt an cyclischen Aminosauren geprift. Es konnte nur 
T yrosin und Phenylalanin nachgewiesen werden. Die nach Fiirth und 


Fischer* durchgefiihrte Tyrosinbestimmung lieferte 3,28°, Tyrosin, 


Neubauer, Ann. 137, 289, 294, 1866; Kapeller-Adler u. Krael, diese 


Zeitschr. 221, 437, 1930. — ? Zeitschr. f. physiol. Chem. 37, 475, 1902/03: 
42, 519, 1904. — * Ebenda 58, 272, 1908. — ‘ Diese Zeitschr. 154, 1. 


1924. 
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die Phenylalaninbestimmung nach Kapeller- Adler! ergab 1,08 °,, Phenyl- 
alanin. //istidin war in dem Hydrolysat nicht nachweishar. Auf Tryp- 
tophan konnte nicht gepriift werden, weil dieses bekanntlich bei saurer 
Hydrolyse zerstért wird. 


VTE. Untersuchung von antianiimisch wirksamen Leberpriparaten. 

Uber die chemische Natur der antianimisch wirksamen Substanz 
in den Leberpraparaten sind die Meinungen sehr geteilt. Von allen 
Autoren wird jedoch hervorgehoben, daB simtliche wirksamen  Pré- 
parate Stickstoff enthalten und da eine gewisse Parallelitaét zwischen 
dem Stickstoffgehalt und der Wirksamkeit zu beobachten ist. Im 
tahmen der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene im Handel 
erhaltliche, antianéimisch wirksame Leberpraparate einer Stickstoff- 
fraktionierung unter denselben  Gesichtspunkten unterworfen wie 
die oben beschriebenen selbstangefertigten Leberausziige. Zur Unter- 
suchung gelangten: das ,,Hepatopson’*? (Promonta), das ,,Campolon’*? 
(I. G. Farben A.-G.), das ,,Pernaemon (Dewewop) und der ,,Leber- 


Tabelle VII. 


Antianamisch wirksame Leberpraparate. Stickstoffverteilung, 








Leber- 
Hepatopson Campolon Pernaemon extrakt 343 
enthalt enhalt enthalt “enthilt 
in %J9 in °/> in ° in 9, 
Gesamt-N ee ye 100 100 100 100 

Gesamt-Basen-N . may 48,16 49,65 59.85 64,86 
1. Hauptfraktion. 
Albumosen- 

Phosphor- |(Nucleoproteid)-N . 18,72 12,18 18,26 20,61 
wolfram- }|Ammoniak-N me 15.04 34.93 19,71 35,50 
saure- Porn-N .... 0,79 217 3.63 = 
niederschlag | Kreatinin-N ‘ 1,89 0,41 7.76 3,05 

Basenrest-N  . .. lii2 ~= 10,49 5,70 
II. Hauptfraktion. 

Kreatin-N . ae — - 
Phosphor- [Harnstoti-N F _— sa tm 
wolfram- / Aminosiuren-N 7,99 8.19 20,20 21,07 
saurefiltrat |Polypeptid-N . . . 21,14 38,03 10,25 2,83 
Unbest. Rest-N . . 22,71 4,09 9,70 11,24 

Summe: 100,— 100,— 100, 100,- 

1 Diese Zeitschr. 252, 185, 1932. — * Fiir die Uberlassung des ,,He- 


patopsons** sind wir Herrn Dr. Pirk (Generalvertreter der Chem. Fabrik 
Promonta G.m.b.H. in Wien) und fiir diejenige des ,,Campolons‘ der 
Leitung der ,,Vedepha* (I. G. Farbenindustrie A.-G.) zu groBem Dank 
verpflichtet. 
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extrakt 343° (Eli Lilly & Co.), welch letzteres Praparat nach dei 
Vorschrift von #. Cohn hergestellt wird. Die Praparate lagen teils in 
Losung, teils in fester Form vor, in letzterem Fall wurde das Pulver 
in wasserige Lésung gebracht. Zuniachst wurde in aliquoten 'Teilen 
der Gesamtsticksto/f bestimmt und gleich 100 gesetzt. Hierauf fiihrten 
wir die schon oben genau beschriebene Stickstoff-fraktionierung durch 
In der Tabelle VII finden wir die gesamten Untersuchungsergebniss 
zusammengefaBt. 


In allen untersuchten Praparaten belauft sich der Gesamtbasen- 
stickstoff ahnlich wie bei den von uns selbst hergestellten Leberausziigen 
auf rund 50 bis 60%, des Gesamtstickstoffs. Der Nucleoproteidgehalt 
macht allenthalben etwa ein Drittel der Gesamtbasenfraktion aus. Auch 
diese Beobachtungen stimmen gut mit unseren friiheren, bei der Unter- 
suchung der von uns selbst angefertigten Leberextrakte gemachten 
iiberein. Auffallend ist der hohe Ammontakstickstoffgehalt der einzelnen 
Praparate. Dieser Wert erreicht beim ,,Campolon* und beim ,,Leber- 
extrakt 343°° 35°, des Gesamtstickstoffs. Was den Gehalt an Purin- 
korpern anlangt, so enthalt das Praparat ,,343°° gar keine Purine, 
das ,,Hepatopson” nur sehr wenig, dagegen erhielten wir beim ,,Cam- 
polon und beim ,,Pernaemon* analoge Purinstickstoffwerte wie bei 
den von uns hergestellten Leberextrakten. Die Kreatininwerte sind je 
nach dem Praparat auBerst verschieden (0,41 bis 7,76°, Kreatinin- 
stickstoff). Auch die Basenreststickstofffraktion differiert sehr. Wahrend 
das ,,Campolon** gar keinen Basenreststickstoff enthalt, schwankt 
dieser bei den einzelnen Praparaten zwischen 6 und 12°. Bei allen 
untersuchten Praparaten fehlte die Kreatin- und Harnstofffraktion 
vollig. Beziiglich der zweiten Hawptfraktion dieser Handelspraparate 
kann festgestellt werden, daB der Aminosdurenstickstoffanteil beim 
,,Hepatopson und beim ,,Campolon’ rund 8°), beim  ,,Pernaemon* 
und beim ,,Leberextrakt 343°‘ hingegen 20 und 21°, betragt. Die 
Polypeptide wurden bei den erwahnten Praparaten im umgekehrten 
Verhaltnis gefunden. So enthalt das ,,Hepatopson’ 21°,, das ,,Cam- 
polon 38°, Polypeptidstickstoff, das ,,Pernaemon‘’ hingegen nur 
10°, und das Praparat ,,343° gar nur 3°, Polypeptidstickstoff. Der 
unbekannte Reststickstoff ist von Praparat zu Praparat verschieden 
(4 bis 23°,). Zusammenfassend muB nun hervorgehoben werden, 
daB die bei den einzelnen Praparaten erzielten Resultate viel zu wenig 
einheitlich sind als daB Anhaltspunkte fiir das Vorhandensein des anti- 
andmisch wirksamen Stoffes in einer der beschriebenen Fraktionen hatte 
gewonnen werden kénnen. Der hohe Ammoniakstickstoffgehalt der 
Praparate deutet vor allem darauf hin, daB der Reinheitsgrad dieser 
Extrakte noch ein sehr mangelhafter ist. Spateren Untersuchungen 
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wird es vorbehalten bleiben, dieses noch so ungewisse Problem der 
‘hemischen Beschaffenheit der antianémisch wirksamen Leberpraparate 
su klaren. 

Zusammenfassung. 

1. In Ausziigen von frischer Kalbsleber und von Leberautolysaten 
wurden die <Aziditdtsverhdlinisse genau studiert. Die Gesamtaziditdt 
eines frischen Kalbsleberextraktes betragt 0,2 °, (in Carboxyl ausgedriickt). 
Mit steigender Autolyse nimmt die Gesamtaziditat zu. Der vierte Teil 
dieser Séuren geht in dtherische Lésung. Kine Aufteilung dieser ather- 
lislichen Saéuren wurde durchgefiihrt. In einer Tabelle finden sich 
die gesamten Ergebnisse dieser Untersuchungen. 

2. Wird ein wasseriger Extrakt einer frischen oder autolysierten 
Leber am Wasserbad im Vakuum oder bei Atmosphdrendruck eingeengt 
und die Aziditat dieses Extraktes vor und nach dem Eindam pfen bestimmt, 
so zeigt es sich, daB beim Einengen Sduren neu gebildet werden. Die 
Aziditdtszunahme nach dem EKindampfen belauft sich auf das Doppelte 
bis Dreifache des urspriinglichen Leberauszuges und ist beim Einengen 
unter vermindertem Druck etwas geringer als beim Eindampfen unter 
normalem. Nur ein Fiinftel der bei diesem ProzeB entstandenen Sduren 
ist dtherléslich. Die Sdurezunahme wird weder durch Neubildung von 
Phosphorsdure noch von Aminosduren oder Polypeptiden  verursacht. 
Auch die Bildung saurer Komplexe durch Desaminierung hoherer 
Aminoséuren kommt nicht in Frage. Vermutlich handelt es sich bei 
dieser Aziditatszunahme um die Bildung saurer Verbindungen auf 
Kosten des in der Leber so reichlich vertretenen Glykogens bzw. Trauben- 
zuckers. 

3. Weiter wurde beobachtet, daB beim Einengen von Leberextrakten 
frischer oder autolysierter Leber der nach van Slyke bestimmbare Amino- 
stickstoff eine EinbuBe auf ein Drittel seines urspriinglichen Wertes 
erleidet. Die Summe des Aminosdurenpoly pe ptidcarboxyls sinkt ebenfalls 
nach dem Eindampfen des Leberauszuges auf die Halfte. Méglicher- 
weise kommt es hierbei zur Bildung von inneren Anhydriden. 

4. Die bei der Stickstoff-fraktionierung nach Firth und Schwarz 
an zwei selbstangefertigten Rindsleberextrakten erzielten Resultate 
finden sich in einer Tabelle zusammengefaBt. Es wurden zwei Haupt- 
fraktionen, eine mit Phosphorwolframsdure fdllbare und eine nicht fallbare 
unterschieden. In der ersten Hauptfraktion wurde der Gehalt an Al- 
bumosen-, Ammoniak-, Purin-, Kreatinin- und Basenreststickstof{ 
bestimmt, in der zweiten der Kreatin-, Harnstoff-, Aminosduren- und 
Polypeptidsticksto/f ermittelt. 

5. Weiter wurde jener Basenanteil, welcher die durch Phosphor- 
wolframsdure fillbare Fraktion nach Eliminierung des Nucleoproteids 
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und Ammoniaks enthalt, einer naheren Untersuchung unterworfen 
In dieser Fraktion wurde der Améinosduren- und Polypeptidsticksto; 
nach van Slyke bestimmt, ferner der Gehalt an fliichtigen Basen, wi 
Methyl- und Trimethylamin, welche bei der Verseifung mit 30 Sige: 
Lauge entstehen, ermittelt. Auch diese Werte finden sich in eine; 
Tabelle. 

6. Es wurde ferner festgestellt, daB der urspriinglich als Albwmosen 
fraktion bezeichnete Anteil hauptsichlich das schon von Wohlgemuth 
und Scaffidi dargestellte Nucleoproteid enthalt. Untersuchungen an 


dieser Substanz ergaben einen T'yrosingehalt von 3,28°%, und einen 
Phenylalaninwert von 1,08°%.  Histidin konnte nicht nachgewiesen 


werden. 

7. SchlieBlich wurde eine Stickstoff-fraktionierung an einigen anti 
andmisch wirksamen Handels- Leber praparaten wie ,,Hepatopson*’, ,,Cam 
polon’, ,,Pernaemon* und ,,Leberextrakt 343° durchgefiihrt. In eine: 
ausfiihrlichen 'Tabelle finden sich die diesbeziiglichen Ergebnisse 

8. Diese Resultate erlauben, da sie je nach dem Praparat ganz 
auBerordentlich different sind, keinerlei SchluBfolgerung — beziiglich 
der chemischen Beschaffenheit des antianamisch wirksamen Prinzips 


in diesen Leberpraparaten. 
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Zur Kenntnis des Haushalts des Kallikreins. 
Von 
E. Werle. 
vus der Chirurgischen Klinik der Medizinischen Akademie Diisseldort.) 


(Eimgegangen am 19, Februar 1954.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


Von den im letzten Jahrzehnt aufgefundenen kreislaufaktiven, 
korpereigenen Stoffen kommt besonderes Interesse dem Kallikrein 
zi. das nach den Untersuchungen von Frey, Araut und Mitarbeitern! 
als ein Hormon des Pankreas angesprochen werden muB, und nach 
Scukall? als Regulator der Kapillaren und dadurch der Tatigkeit der 
Organe zu gelten hat. Es ist noch nicht gelungen, nach Wegnahme 
der) Bauchspeicheldriise charakteristische Ausfallserscheinungen  auf- 
zufinden, die auf das Fehlen bzw. den Mangel an Kallikrein zuriick- 
zuftthren sind. Das liegt wohl hauptsichlich daran, da die Entfernung 
des Pankreas einen Eingriff darstellt, dessen Auswirkungen sicher noch 
nicht in allen Kinzelheiten wbersehbar sind und der schon infolge des 
Insulinmangels rasch zum Tode fiihrt. Wenn man also beim pankreas- 
losen’ Hund nach Kallikreinmangelerscheinungen suchen wollte, so 
miBte man neben den Verdauungsfermenten des Pankreas dauernd 
Insulin zufiihren. Der pankreaslose Organismus gewinnt aber unter 
Insulinzufuhr die Fahigkeit wieder, normale Kallikreinmengen zu 
produzieren: Der Kallikreinspiegel im Harn, der nach der Pankreas- 
exstirpation auf ein Minimum herabgesunken war, kann némlich bei 
Insulinzufuhr sich wieder zu normaler Hohe erheben?. Man mu deshalb 
versuchen, die gewiinschte Kenntnis der durch Mangel bzw. Uberschub 
an Kallikrein hervorgerufenen pathologischen Zustande — indirekt, 
namlich auf dem Weg iiber das Studium des Haushalts des Kallikreins 
im Organismus zu gewinnen. Sind die Werte fiir den gesunden Organis- 
mus festgelegt, so lassen Abweichungen von der Norm vielleicht Zu- 
sammenhange mit der Pathologie des betreffenden Falles erkennen, 


Durch die Untersuchungen von Frey, Kraut und Mitarbeitern 
schien die Voraussetzung fiir ein solches Vorgehen gegeben, da das 


1H. Kraut, E. K. Frey u. BE. Werle, Zeitschr. f. physiol. Chem. IS%, 97, 
1980; BE. K. Frey, H. Kraut au. F. Schultz, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 
158. 334, 1930. 2 A. Szakall, diese Zeitschr. 269, 92, 1934. 3K.K. Frey, 
H. Kraut u. F. Schultz, Avch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 168, 334, 1930, 
ind zwar S. 344. 
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Kallikrein im Blute! und im Harn® quantitativ bestimmt werden k: jy 
und sein Weg im Organismus in groBen Zugen bekannt ist: Das Kallik 
gelangt von seinem Quellgebiet, dem Pankreas, in die Blutbahn 


in den Darm. Im Blute wird es von dem stets im Cherschuf yo: 
handenen spezifischen Inaktivator in eine pharmakologisch unwirksa in 
Verbindung iibergefiihrt. Wahrscheinlich aber ist vorher schon «i; 
mehr oder weniger groBer Teil zur Wirksamkeit gekommen, wodurc! 
z. B. Veranderungen in der Blutverteilung hervorgerufen werd: 
Sicher ist, da} der mit dem Inaktivator verbundene Teil des Kallikr: 
vom Organismus bei gesteigertem Bedarf wieder in’ Freiheit gesetz 
und also wirksam werden kann, wofiir wohl zwei Wege zur Verfiigung 
stehen. — Erstens kénnen H-lonen bei py-Verschiebungen nach de: 
sauren Seite die inaktive Verbindung aufspalten und so Kallikrein 
in Freiheit setzen. Zweitens kann ein durch einen Hemmungskoérpe: 
gesteuerter enzymatischer Vorgang durch Zerst6rung des Inaktivators 
Kallikrein freilegen. Im Reagensglas kann dieser enzymatische Vorgang 
durch Zusatz z. B. bestimmter Mengen Aceton zum Serum eingeleitet 
werden. 

Kin Teil des Kallikreins wird von der Niere in den Harn abgegeben 
Der Mechanismus der Kallikreinausscheidung in der Niere ist) noc) 
nicht klargestellt. Die Bestimmung der Ausscheidung des kreislaut 
aktiven Stoffes im Harn und seiner Konzentration im Blute ergibt 
noch kein vollstindiges Bild des Haushalts des Kallikreins, das vom 
Produktionsort auBer in die Blutbahn auch noch in den Darm abgegeber 
wird, also auch im aéuBeren Sekret des Pankreas vorkommt?. 

Die intravenése Injektion geringer Mengen des Saftes aus dei 
Pankreasfistel eines Hundes ruft beim Versuchstier starke Blutdruck 
senkung und AmplitudenvergréBerung hervor. Es konnte der Nachweis 
erbracht werden, daB der fiir diese Kreislaufwirkung verantwortlicli 
Stoff mit Kallikrein identisch ist. Die Untersuchung der Fistelsaft 
dreier Hunde ergab in allen Fallen das Vorhandensein aktiven Kallikreins 
Seine Mengen unterliegen bei ein und demselben Tier im Laufe des 
Tages groBen Schwankungen. 

Die Frage, ob das Pankreasexkret des Menschen Kallikrein enthilt 
wurde an Duodenalsaften studiert, die mit Hilfe der Duodenalsond 
gewonnen wurden. Neutral, alkalisch oder schwach sauer reagierend 
Duodenalsafte enthielten stets aktives Kallikrein und zwar. bis zi 
10 Kinheiten pro Kubikzentimeter. So hohe Kallikreinkonzentrationc: 


' H. Kraut, E.K. Frey u. E. Werle, Zeitschr. tf. physiol. Chem. 222. 
73, 1933. 2 H. Kraut, E. K. Frey, F. Schultz u. E. Werle, Arch. f. ex] 
Pathol. u. Pharm. im Druck. 3 ELK. Frey ue. E. Werle, Klin. Woch: 
schr. 12. 600, 1933. 
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wurden im menschlichen Harn niemals beobachtet, auch nicht im 
menschlichen Blute. Nur in einem stark mit Magensaft vermischten 
Duodenalsaft fand sich kein Kallikrein. 

Daf der Pankreassaft des Menschen Kallikrein enthalt, konnte 
auch direkt nachgewiesen werden: Eine postoperative Pankreasfistel 
eines jungen Mannes lieferte mehrere Wochen hindurch zum Teil auBer- 
ordentliche Mengen einer Fliissigkeit, welche neben den Verdauungs- 
fermenten des Pankreas enorme Mengen Kallikrein enthielt, z. B. 
mehrere tausend Einheiten innerhalb 24 Stunden. Dies ist ein Vielfaches 
der Tagesausscheidung im Harn eines gesunden Menschen. Die im Harn 
dieses Patienten ausgeschiedene Kallikreinmenge war gegeniiber der 
Norm nicht vermindert. Die erhaltenen Zahlenwerte liefern jedoch 
wahrscheinlich keine brauchbare Unterlage fiir den Vergleich der 
normalerweise innerhalb 24 Stunden in den Harn und in den Darm 
abgegebenen Kallikreineinheiten. Denn es ist anzunehmen, daB das 
Pankreas dieses Patienten sich in einem Reizzustand befand, in welchem 
auBergewohnlich viel Kallikrein ausgeschieden wurde. Nimmt man 
die Menge Duodenalsaft, die von einem gesunden Menschen innerhalb 
24 Stunden gebildet wird, mit etwa 700 cem an, so errechnen sich fiir 
die Kallikreinausschiittung in den Darm_ wenigstens 700 KE. in 
24 Stunden: es wird also innerhalb 24 Stunden etwa dreimal soviel 
Kallikrein in den Duodenalsaft abgegeben als in den Harn. 

Nach diesen Feststellungen kénnen die Untersuchungen des Inhalts 
menschlicher Pankreascysten, die auf das Pankreas als Quellgebiet 
des Kallikreins hingewiesen hatten, auch als Beweis fiir das Vorhanden- 
sein des Kallikreins im auBeren Pankreassekret herangezogen werden !. 
Wahrend namlich in anderen pathologischen Koérpertliissigkeiten wie 
Ascites, Pleuraexsudat nur inaktives Kallikrein vorkommt?, enthielt 
der Inhalt von Pankreascysten freies Kallikrein und zwar in betriicht- 
lichen Mengen. 

Gemeinsam mit P?. Eckey wurde in normalen und pathologischen 
Fallen untersucht, ob die Konzentration des in menschlichen Duodenal- 
siften vorhandenen Trypsins mit der des Kallikreins parallel lauft 
und gefunden, daS die Konzentrationsschwankungen meist gleichsinnig 
verlaufen?. Fir die Beurteilung der Herkunft des Kallikreins der 
Duodenalsafte ist es wichtig zu wissen, daB reine Galle kein Kallikrein 
enthalt. In der Blasengalle von Menschen und Tieren sind zwar 
kreislaufaktive Substanzen feststellbar, die sich aber cindeutig gegen 
Kallikrein abgrenzen lassen. Auch in’ Darmschleimhautextrakten 


1K. K. Frey, H. Kraut u. FF. Schultz, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 


158, 334, 1930. 2-H. Kraut, ELK. Frey ou. Bb. Werle, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 222, 73, 1933. 3 BE. Werle u. P. Eckey, diese Zeitsehr. im Druck. 
7 * 
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konnte kein’ Kallikrein) nachgewiesen werden. Die Untersuchung 
des Kotes ergab, daB eine erhebliche Menge Kallikrein den Verdauungs- 
trakt mit dem Kote verlaBt. Wasserige essigsaure und ammoniakalisch 
Extrakte frischen oder mit Aceton und Ather getrockneten Hundekotes 
enthalten teilweise auBerordentlich hohe Mengen des aktiven Stoffes 
Bei etwa 15 verschiedenen Tieren betrug der Kallikreingehalt pro 1 ¢ 
frischen Kotes 1 bis 60 KE. Bemerkenswerterweise konnte im Kot 
von Hunden, deren Pankreas keine Verbindung mit dem Darmlumen 
mehr hatte, kein Kallikrein nachgewiesen werden. 

Wahrend beim Hundekot sich in fast allen Proben Kallikrein 
feststellen lieB. ergab die Untersuchung des Menschenkotes nur in 
etwa einem Fiinftel der Falle nachweisbare Kallikreinmengen. Dabei 
wurden in lg frischen Menschenkotes bis zu 20 KE. gefunden. Bei 
mehreren Personen fehlte das Kallikrein im Kote stets, wahrend es 
im Duodenalsaft in normalen Mengen nachweisbar war. Auch im Kote 
Neugeborener konnte in einem Fall eine allerdings geringe Menge 
Kallikrein einwandfrei festgestellt werden. Im Harn von Sauglingen 
kommen ebenfalls nur Spuren von Kallikrein vor. In fotalem Rinder- 
pankreas wurde der kreislaufaktive Stoff stets angetroffen. Daraus 
geht hervor, dag das Hormon schon im fétalen Leben gebildet wird. 
Es erscheint offenbar erst dann in gréBeren Mengen im Darm, wenn an 
die duBere Sekretion des Pankreas erhéhte Anforderungen gestellt werden, 

Im Kot von Affen, Rindern, Schweinen, Pferden usw. konnte 
Kallikrein nicht mit Sicherheit nachgewiesen werden, obwohl an- 
zunehmen ist, daB auch bei diesen Saugetieren der Stoff in den 
Darm abgegeben wird.  Verschiedene Griinde lassen sich fiir das 
Fehlen des Kallikreins in den Fazes dieser Tiere sowie fiir die auBer- 
ordentlichen Konzentrationsschwankungen des Kreislaufstoffes im 
Menschen- und Hundekot anfiihren: Es ist nach therapeutischen Er- 
fahrungen bei peroralen Kallikreingaben sowie nach den Ergebnissen 
der Dialyseverfahren!, ferner nach einer Arbeit von A. Szakall? wahr- 
scheinlich, daB gewisse Mengen des Stoffes im Darm riickresorbiert 
werden. Ein weiterer Teil scheint durch Bakterien zersetzt zu werden. 
In Aufschwemmungen von Kotproben, welche bei der intravendsen 
Injektion keine Kreislaufwirkung hervorriefen, war zugesetztes Kalli- 
krein nach mehrstiindiger Aufbewahrung bei 37,5° 6fter nicht mehr 
nachweisbar, wahrend im Filtrat der Suspension das Kallikrein bei det 
gleichen Behandlung unverandert erhalten blieb. Es wird also in der 
Kotaufschwemmung das Kallikrein nicht spezifisch inaktiviert; denn 
der Inaktivator miiBte nach unserer bisherigen Erfahrung sich auch 


' Kallikrein passiert Hammelblinddarm verhaltnismaBig leicht. 
2 A. Szakall, aca. O. 
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an den Filtraten vorfinden. Es kénnte aber auch der Kreislaufstoff, 
owohl der zugesetzte wie der urspriinglich vorhandene, an den Kot 
inlésbar adsorbiert worden sein. Die Fermente des Pankreassaftes 
sreifen Kallikrein nur wenig an. 

Da es bisher nicht moéglich ist, das Kallikrein mit chemischen Me- 
thoden nachzuweisen und so gegen andere kreislaufaktive Substanzen 
abzugrenzen, miussen in jedem Fall die friiher beschriebenen Iden- 
titatsbeweise fiir das Kallikrein geliefert werden. Wir sind dabei schon 
friher kreislaufaktiven kérpereigenen Stoffen, die inzwischen mehrfach 
Gegenstand ausgedehnter Untersuchungen geworden sind, begegnet, 
haben sie aber als nicht identisch mit Kallikrein erkannt. Auch im 
Verlauf dieser Arbeit wurden solche Substanzen angetroffen. Es ver- 
ursachten besonders die von einem pankreaslosen Hund stammenden 
Kotextrakte schon in geringer Menge injiziert betrachtliche Kreislauf- 
wirkung, die jedoch auf eine kochbestaindige Substanz, also nicht auf 
Kallikrein zuriickzufiihren war. 

Die kreislaufaktive Substanz eines Saftes oder Extraktes wurde 
nur dann als Kallikrein angesprochen, wenn sie bei der Dialyse gegen 
flieBendes Wasser in Cellophanpapier zuriickgehalten wurde, wenn sie 
durch Serum oder durch Inaktivator aus Lymphdriisen yon Rindern 
inaktiviert und durch Kochen zerstért werden konnte, und wenn 
nach Atropinisierung der Testtiere die Kreislaufwirkung der Substanz 
nicht beeintrachtigt wurde. 

Das Kallikrein, das beim Menschen gefunden wird (Harn, Kot, 
Duodenalsaft, Blut) unterscheidet sich von dem des Hundes. Wahrend 
das Kallikrein des Menschen inaktiviert werden kann durch Inaktivator 
des Blutserums und den Driiseninaktivator, geht das Kallikrein des 
Hundes nur die Verbindung mit dem Seruminaktivator ein. — Der 
Inaktivator aus Rinderlymphdriisen vermag Hundekallikrein nicht zu 
inaktivieren. Das Kallikrein menschlicher Herkunft mu also konsti- 
tutionell wenn auch gering von dem des Hundes verschieden sein. 

Die Aufgabe des in den Darm ausgeschiedenen Kallikreins ist uns 
noch nicht sicher bekannt. Es wurde schon darauf hingewiesen, dal der 
Stoff zum Teil vom Darm aufgenommen wird. Die intravendse Injektion 
groBer Kallikreinmengen rief bei Hunden éfter Darmentleerungen 
hervor!. Auch am freigelegten Darm kénnen starke Kontraktionen 
nach solchen Injektionen beobachtet werden?. Es lag daher nahe zu 
vermuten, da das in den Darm ausgeschiedene Kallikrein eine Rolle 
bei der Darmbewegung spielt. Bei der von Straub und Viaud? an- 


1 4, Szakall, a.a.O. 2 BE. K. Frey u. H. Kraut, Arch. f. exper. 
Pathol. u. Pharm. 183, 41, 1928. 3 Ebenda 169, 1. 1982. 
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gegebenen Versuchsanordnung am Meerschweinchen konnte bei cd 
Einspritzung von Kallikrein in ein vorgelagertes Darmstiick jedoc 
kein fordernder EinfluB auf die Darmperistaltik beobachtet werden 
wie die beigegebenen Abb. 5 und 6 zeigen: auch nicht bei intracardiak 
oder intramuskularer Verabreichung. Die Aufgabe des Kallikrein 
scheint eine andere zu sein. Nach A. Szakall soll das im Darm resorbiert 
Kallikrein die Kapillaren der Bauchorgane, besonders die des Darms 
erweitern und somit die Intensitat der Darmresorption regulieren 


Experimenteller Teil. 
1. Zur Messung des Kallikreins. 


Die Bestimmungen des Kallikreins wurden in samtlichen Versuchen 


wie von FE. K. Frey und H. Kraut® beschrieben am Hund vorgenommen 
Zur Abgrenzung des Hormons gegen andere kreislaufaktive Stoffe wurd 


auch die Katze als Testtier herangezogen. An Stelle des Frank-Petterscher 
Manometers wurde Ofter das Ludwigsche Quecksilbermanometer benutzt. 


2 Der Nachweis des Kallikreins in Hunde pa nkreas-Fistelsdiften, 


Die Tabelle | zeigt. daB die Fistelsafte aus dem Pankreas des Hundes 
sie waren meist wasserklar stets aktives Kallikrein enthalten, und zwar 
pro lecem etwa ebensoviel wie der Hundeharn, durchschnittlich also 0.5 
bis 8 KE. pro cem. Doch treten auch gréBere Schwankungen auf, wie sic 
beim Hundeharn in diesem MaBe nicht beobachtet werden. Rechnet man, 


L Phe tty, 


A 





Abb. 1. 
Hund. Morphium-Ather-Narkose. Carotisdruckkurve. Frank-Pettersches Manometer. 
Bei al intravendése Injektion von 0,4 KE. 


o hk 2 = e . 04 cem Hundepankreastistelsaft. (Siehe Tabelle I, Nr. 1 
dai vom Pankreas des Hundes in 24 Stunden — pro 1 kg Hund 25 cen 


ausgeschieden werden®, und im Durchschnitt | cem 2 KE. enthalt, so ergibt 
sich, da die in den Darm sezernierte Kallikreinmenge in 24 Stunden et wa 
der in derselben Zeit im Harn ausgeschiedenen gleichkommt. 

Die Kreislaufwirkung der Fistelsafte verschwindet schon nach 3 Minute: 
langem Kochen iiber freier Flamme vollstandig. Nach Zusatz von Serun 
wird das Kallikrein der Safte véllig inaktiviert. Die Inaktivierung mit 
Driiseninaktivator gelingt wie aus der Tabelle | zu ersehen ist auch 
dann nicht, wenn ein beliebiger UberschuB angewandt wird. Wenn 
den Tabellen bei den Koch- und Inaktivierungsversuchen (a und b) d 


' Siehe auch E. Werle u. P. Eckey, diese Zeitschr. 269, 4385, 1934. 
> Zeitschr. f. physiol. Chem. 167, 32, 1926. 3B. P. Babkin, Die auber 
Sekretion der Verdauungsdriisen, S. 465. Berlin 1928. 
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Zur Wenntnis des Haushalts des WKallikreins. $25 


Menge des durch Kochen zerstérten oder durch Inaktivator inaktivierten 


kreislautaktiven Stoffes z. B. mit mindestens 90°.) angegeben ist. so be- 
deutet dies. dal die injizierten Mengen der gekochten bzw. inaktivierten 
Proben vélliqg: wirkungslos waren. Aus der urspriinglich vorhandenen 


Kallikreinmenge und der jeweiligen Ansprechbarkeit des ’Versuchshundes 
errechnet sich der Prozentsatz an kreislaufaktiver Substanz. der beim 
Koch- bzw. Inaktivierungsversuch mndestens wirkungslos wurde. 


3. Der Kallikremgehalt mensehlicher Duodenalsdite. 


Die Tabelle IL enthalt die Werte samtlicher bisher untersuchter 
Duodenalsiifte. Sie erweist. daB das Kallikrein einen ne fehlenden Bestand- 
teil des menschlichen Duodenalsattes darstellt. Dagegen spricht nicht, 
dali in einem Praparat. welcehes trotz richtiger Lage der Sonde im Duodenum 
stark sauer reagierte, keine kreislaufaktive Substanz festgestellt wurde. 
Hier wurde offenbar fast nur Magensaft erhalten. Der Kallikreingehalt der 
Safte liegt weit hOher als der des menschlichen Harns! und im Durchschnitt 
etwa ebenso hoch wie der des menschlichen Serums. Die groBben Kon- 
zentrationsschwankungen kénnen nur zum Teil aus der verschieden starken 
Verdiinnung der Saftte durch Calle erklart werden. 





Abb. 2. 


Hund. Morphium-Ather-Narkose. Carotisdruckkurve. Frank-Pettersches Manometer. 
Bei 4a 1 intravendse Injektion von 0,25 cem menschlichen Duodenalsaft, inaktiviert durch In- 
aktivator aus Rinderohrspeicheldriisen. 


— 2 es - ~ OFF5 . menschlichen Duodenalsaft, 3 Min. gekoeht. 
»~ &S m ‘ « 0.25 . unverindertem menschlichen Duodenalsaft. 
~ Ad ~ 0.60 KE. (Siehe Tabelle Il, Pr. 18.) 


Wie die Tabelle I] zeigt. auf der u.a. Abgrenzungsversuche gegen 
ahnlich wirkende Stoffe vermerkt sind. ist meist die ganze. am Hund zu 
beobachtende Kreislaufwirkung bei Injektion menschlicher Duodenalsifte 
auf Kallikrein zurtickzufithren: In allen ausgefiihrten Proben waren der 
Kochversuch und die Inaktivierungsversuche a und b positiv, die Kreislauf 
wirkung war verschwunden. Unter Umstanden reicht eine Kochdauer von 
3 Minuten zur Zerst6rung des Kallikreins nicht aus, da verunreinigende 
‘ecleitstofte die Hitzeempfindlichkeit des WKallikreins verschieden stark 


erabzusetzen vermoégen. Der Verlust an kreislaufaktiver Substanz bei 
24- bis 48sttindiger Dialyse in Cellophanbeuteln gegen ftlieBendes Wasser 
betragt O bis 20°,. Die Kreislaufwirkung der Duodenalsiéifte nimmt nach 


Atropinisieren der Versuchstiere nicht ab. Gibt man z. B. dem Testtier 
em 1°,iger Atropiniésung intravends, so bleibt die Kreislaufwirkung 
auch der nicht dialysierten Duodenalsitte nach der Atropinisierung ebenso 
irk wie vorher, wahrend eine vor der Atropingabe sehr stark wirksame 


' Beim Gesunden findet sich | KE. in etwa 5 cem Harn. 
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Acety lcholinhydrochloridlésung (z. B. O38 cem emer LO meg-°,igen Lésun 
nach der Atropinisierung den Kreislauf unbeeintluBt lab. 

Auber Wallikrein kommen aber im menschlichen Duodenalsatt 6fte: 
auch noch andere kreislauftaktive Substanzen in wechselnden Mengen vor 
Diese treten bei der Messung am Hund kaum in Erscheinung, dagegen stark 
an der Katze, die aut diese Stotfe sehr viel starker anspricht als aut Kalhi 
krein!. Dies wird besonders deutlich, wenn die Auswertung eines und des 
selben Duodenalsaftes vor und nach der Dialyse unverandert und nach dem 
Kochen an Hund und Katze nebeneinander vorgenommen wird. Die ab 
zugrenzenden Substanzen sind naimlich im Gegensatz zum Wallikrein koch 
bestandig und durehdringen leicht die Cellophanmembran (siehe Tabelle 1. 
Praparat 34). Die Praparate 5, 27, 36, 38 und 43 wurden aus dem Sekret 
von Gallengangsdrainagen beim Menschen gewonnen., 


1. Kallikreingehalt des Sajtes einer menschlichen Pankreasfistel, 
Wie in der Tabelle [11 angedeutet, wurden auBer dem Kallikrein Ofte: 
auch Fermente des Pankreastistelsaftes quantitativ bestimmt, und zwat 
Diastase mach der klinischen Methode von Wohklgemuth, Trypsin nach 





Abb. 3. 


Hund. Morphium-Athe -Narkose. Carotisdruckkurve. Frank-Pettersches Manomete 
Bei a a intravendse Injektion von 0.3 KE. 
a ke * . . 0,5 ecm Saft einer menschlichen Pankreastistel. 
(Siehe Tabelle II], Pr. v. 15. IL.) 


R. Wilistatter und EB. Waldschmidt-Leitz*. Die Werte fiir Diastase lagen 


zwischen 250 und L000 (bei 37° und 30 Minuten Einwirkungsdauer). Beispiel 


fiir die Trypsinbestimmung: LO cem Fistelsatt 50 cem 3° ige Gelatine- 
losung 10 cem n Ammoncehlorid-Ammoniakputfer, py 8.9. LO cem dieses 
Ansatzes spalten bei 30° in 120 Minuten entsprechend 1,10 c¢em 0,2 n 


alkoholischer WKalilauge. 


db. Kallikre nye halt des Hundekotes. 


Herstellung der Extrakte: Der frische Kot wurde mit Essigsaure ode1 
Ammoniak, wie in Tabelle TV angegeben, gut verriihrt und bei gew6hnliche 
Temperatur extrahiert. Die zur Injektion verwendeten Filtrate waren gelb 
bis rotbraun, aber wasserklar. Die Praparate filtrierten langsam und un 
vollstiindig. Die Herstellung der Trockenpraparate wurde meist in folgendet 
Weise vorgenommen: Der Kot wird mit der fiinffachen Menge Aceton gut 


' H. Weese, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 173, 36, 1933. — * Zeit- 
schr. f. physiol. Chem. 182, 181. 1924. 
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verruhrt und unter Otterem Umriihren 2 Stunden stehengelassen. Dann 
wird die Fliissigkeit aut der Nutsche abgesaugt und der tiickstand mit 
derselben Menge Aceton versetzt. Nach 2? Stunden wird mit emer Mischung 
von Aceton und Ather und dann noch zweimal mit Ather in derselben 
Weise verfahren. Die Aceton Athertrocknung. die uns zur Freilegung des 
aktiven Kallikreins 1m Blute besonders dienlich war, erhohte die Ausbeute 
an Kallikrein nicht. Auch war es fiir die Hohe der Ausheute belanglos, ob 
init’ Essigséiure oder Ammoniak extrahiert wurde. Auf der Tabelle IV sind 
einige der untersuchten Priiparate zZusammengestellt. jel zwei Hunden 
wurde die Kreislauftwirkung von WKotextrakten vor und nach Ausschaltung 
der auBeren Pankreassekretion bestimmt. In cinem Falle (a) wurde das 
Pankreas vollig vom Darm gelést. Im Falle b wurde eine Pankreasteil- 
eXstirpation vorgenommen, und zwar so, daB ein Teil des Pankreas. der 
jedoch keine Verbindung mehr zum Darmhiunen hatte. zur Verhinderung 
der Aushildung eines Diabetes verblieh. Im Falle a fanden sich in den drei 
{von verschiedenen Tagen) untersuchten Kot proben vor der Operation 
pro Tg frischen Kotes 7.5. 0.7 und 5,0 KE. Bei vier in den Wochen nach der 
Operation vorgenommenen Bestimmungen fanden sich in den Extrakten 
der Kotproben zwar kreislaufaktive Substanzen, die sich aber von Kalli- 
krein durch den Kochversuch abgrenzen lieBen, also kein Kallikrein. 


Im Falle b fand sich in der vor der Operation vorgenommenen Bee 
stimmung pro |g frischen Kotes DOKE. Die Extrakte von tunt Kotproben 
nach der Operation enthielten Viermal betrachtliche Mengen einer koch- 
bestandigen kreislautaktiven Substanz: z. B. entsprach die Kreislauf- 
wirkung des Extraktes von lg Kot 7.5 KE.. Kallikrein enthielten sie nicht, 
Die Ausscheidung des Kallikreins im Harn dieser beiden Versuchshunde 
war gegentiber der Periode vor der Operation nur unbedeutend vermindert, 


6. Kallikreingehalt des Menschenkotes, 


Die Extrakte wurden wie die des Hundekotes dargestellt. In der 
Tabelle V ist die groBe Mehrzahl_ der Praparate, in welchen kein Kallikrein 
festgestellt werden konnte, nicht registriert. Die bis lg frischem Kot ent- 





Abb. 4. 
Hund, Morphium-Ather-Narkose, Carotisdruckkurye, Frank- Pettersches Manometer. 


Bei a1 0,5 cem Extrakt aus menschlichem Kot, inaktiviert durch Inaktivator aus Rinderohr- 
speicheldriisen, 

- A205 . unverinderten Extrakt aus menschlichem Kot. 

AS O05 . Extrakt aus menschlichem Kot, inaktiviert dureh Menschenserum. 

A 4 intravenise Injektion von 1 KE. (Siehe Tabelle V, Nr. 6.) 


sprechenden Extraktmengen dieser Praparate waren bei der intravenésen 
Injektion meist ohne Wirkung auf den Kreislauf. Wie aus der Tabelle V 
hervorgeht (siehe z. B. Bemerkung zu Praparat 4), finden sich auch im 
menschlichen Kot neben Kallikrein kreislaufaktive, kochbestiindige, leicht 
dialysable Substanzen, die also nicht mit Kallikrein identiseh sind. 
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Abb. 5. 


Meerschweinchen Urethan-Narkose. Schreibung der Darmperistaltik nach W. Strau) und 


P. Viaud, (Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 169, 1, 1932.) 


Bei al Injektion von 0,5 KE. in das vorgelagerte Darmstiick 
A 2 zs m SORE. « « 
as 2.0 KE. intracardial 
ad ‘“ a 5.0 KE. in das vorgelagerte Darmstiick 
Ad ‘ _ Ie ERs x * » 
A 6 Ps - 4) Prostigmin (Roche) intramuskulir. 
Ag of « Ae 2 ° ° 
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Abb. 6. 
Meerschweinchen. Urethan-Narkose. Schreibung der Darmperistaltik nach W. Strawb und 
P.Viaud. (Arch, f. exper. Pathol. u. Pharm. 169, 1, 1932.) 


Bei a 1 Injektion von 2,0 KE. in das vorgelagerte Darmstiick 
a2 ‘ ‘ 30RE. «. a % * 
a3 ‘i x yy Prostigmin (Roche) intramuskuliir. 
a4 10 4 


7. Kreislaufwirkung der Koteaxtrakte verschiedener Tiere. 


Die Extrakte wurden wie oben beschrieben hergestellt. Sie enthalten, 
wie aus der Tabelle ersichtlich. meist keinerle: kreislaufaktive Substanzen. 
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Vergleichende Untersuchung iiber Kallikrein- 
und Trypsinkonzentration im menschlichen Duodenalsaft. 


Von 
E. Werle und P. Eekey. 
(Aus der Chirurgischen und Medizinischen Klinik der Medizinischen Akademie 
Diisseldort. ) 


(Eingegangen am 19. Februar 1934.) 
Mit 11 Abbildungen im Text. 


Ks konnte in friheren Arbeiten nachgewiesen werden, da das 
Kreislaufhormon Kallikrein, aus der Bauchspeicheldriise stammend, 
einen nie fehlenden  Bestandteil des menschlichen Duodenalsaftes 
darstellt!. In einer groBen Reihe von Einzelbestimmungen wurden 
aber fiir die Werte der Kallikreinkonzentrationen menschlicher Duodenal- 
sifte bei Gesunden und Kranken groBe Schwankungen  festgestellt, 
obwohl die Versuchspersonen sich unter denselben Bedingungen be- 
fanden. Ahnliche Verhiltnisse zeigen auch die Fermente des mensch- 
lichen Duodenalsaftes, deren Konzentrationen im Nichternzustand 
schon innerhalb weniger Minuten starken Schwankungen unterliegen. 
Die Ermittlung eines einzigen Fermentwertes beim niichternen Menschen, 
z. B. fiir die Diastase oder das Trypsin, kann nicht als ..Normalwert*’ 
angesehen werden. Aus diesem Grunde gehen die in der Literatur 
angegebenen ,,Normalwerte’ weit auseinander. Zwar ist es wahrschein- 
lich, daB beim gesunden Menschen ein Durchschnittswert angegeben 
werden kénnte, wenn man ihn aus der ganzen Sekretmenge eines 
groBeren Zeitabschnitts ermitteln wiirde. Ein solcher Wert hatte jedoch 
geringe klinische Bedeutung, denn er wiirde sich wohl wenig von dem- 
jenigen unterscheiden, den man bei Pankreaserkrankungen feststellt. 
Ks ist bekannt, daB die Schwankungen der Fermentkonzentration 
des Pankreassekrets sich auch dann noch im Bereich des Normalen 
halten, wenn ein groBer Teil der Driise funktionsuntiichtig geworden 
ist?. Dies gilt besonders auch fiir die innere Sekretion des Pankreas. 
Nicht jedes Pankreascarcinom erzeugt einen Diabetes. Im Tier- 
experiment k6anen zwei Drittel der Bauchspeicheldriise entfernt werden, 
ohne daB Insulinmangelerscheinungen auftreten®. 9 Frey, Kraut und 
Schultz4 haben nachgewiesen, da die Ausscheidung des Kallikreins 


' KB. K. Frey u. BE. Werle, Klin. Wochenschr. 12. 600, 1933; EB. Werle, 
diese Zeitschr. 264, 415, 1934. * Katsch, Klin. Wochenschr. S, 289, 1929. 
*T.1. R. Macleod, Kohlenhydratstotfwechsel und Insulin. Berlin 1927. 

* Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 158, 334, 1930. 
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im Harn nicht absinkt. auch wenn mehr als zwei Drittel der ganzen 
Driise operativ entfernt wurden. 

Es lag daher nahe, bei derselben Versuchsperson die Kallikrein 
konzentration des Duodenalsaftes in mehreren aufeinanderfolgenden 
Anteilen zu bestimmen. Dabei zeigte es sich, daB wie bei den Fer. 
menten auch der Kallikreinspiegel des Duodenalsaftes  starken 
rasch aufeinanderfolgenden Schwankungen unterliegt. © Dadurch ist 
wieder erwiesen, daB die in Einzelbestimmungen ermittelten Wert: 
mehr oder weniger Zufallsergebnisse darstellen und keinen Riickschlus 
auf die Funktionstiichtigkeit der betreffenden Bauchspeicheldriis« 
zulassen. Auch die in der Zeiteinheit in kurz aufeinanderfolgenden 
Abschnitten ausgeschiedenen Kallikreinmengen sind sehr verschieden 
Z. B. betrug die von 9" 05’ bis 9" 10’ ausgeschiedene Kallikreinmenge 
der Versuchsperson Nr. 5 11 Kallikreineinheiten (KE.). In den darauf 
folgenden 5 Minuten wurde mehr als das Doppelte, namlich 25 KE.. 
sezerniert. In einem anderen Falle (Nr. 3) wurden in denselben Zeiten 
3 bzw. 13 KE. ausgeschieden. Tragt man in einem Koordinatensystem 
das Produkt aus Kallikreinkonzentration und Kubikzentimeter ge 
flossenen Duodenalsaftes als Ordinate und die Zeit als Abszisse auf, so 
erhalt man nicht eine Parallele zur Abszisse, sondern eine unregel- 
maBig steigende oder fallende Kurve, wie die Abbildungen zeigen 
(Siehe z. B. die Abb. 5, 6 und 7, und zwar die Abschnitte bis zur 
gestrichelten Senkrechten.) 

Es war nun von Interesse festzustellen, ob die Schwankungen det 
Kallikreinkonzentration gleichsinnig mit jenen der Fermente des 
Duodenalsaftes gehen. Daf die Konzentrationen der einzeInen Fermente 
des Pankreassekrets untereinander gewohnlich parallel zu_ verlaufen 
pflegen, ist bekannt!. Die Messungen ergaben in 18 Reihenversuchen 
bei Gésunden und Kranken, daB in elf Fallen die Zahlenwerte fii 
Kallikrein- und Trypsinkonzentration gleichsinnig schwankten. Auch 
die Kurven, welche die absoluten Mengen beider Stoffe wiedergeben 
(Abbildung, Kurven A), verlaufen parallel. Wichtig erschien es uns 
zu untersuchen, wie sich Konzentration und absolute Mengen der in 
der Zeiteinheit ausgeschiedenen Stoffe nach starker funktioneller 


Beanspruchung des Pankreas andern, wofiir als Reiz der Atherreflex 
benutzt wurde. Die Kurven fiir die absoluten Mengen des Kallikreins 


zeigen bei den untersuchten Gesunden unmittelbar nach dem Atherreiz 
einen starken Anstieg, wahrend die der pathologischen Falle einen 


' Babkin, Die auBere Sekretion der Verdauungsdriisen. Berlin 192s; 
Gubergritz, Fortschr. d. funkt. Pankreasdiagnostik, Sammlung zwang! 
Abhandl. a. d. Geb. d. Stoffwechsel- u. Verdauungskrankh. 11. Heft 5; 
Goldstein, Arch. tf. Verdauungskrankh. 48. 
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unregelmaBigen Verlauf nehmen. Die Veranderungen der absoluten 
[rvpsinmengen des Gesunden zeigen denselben Gang wie die des Kalli- 
kreins. Bei Kranken lassen die Trypsinwerte nach dem Atherreiz 
ebenso wie das Kallikrein keine regelmaBige Beeinflussung erkennen. 
Trypsin- und Kallikreinwerte verlaufen aber auch in diesen Fallen 
meist parallel. Der eine von uns! fand, daB in Normalfallen die Kurven, 
welche die Produkte aus Trypsinkonzentration und Sekretmenge vor 
und nach Atherreizung des Pankreas verzeichnen, einen charakteristi- 
schen Verlauf nehmen, der in pathologischen Fallen nicht beobachtet 
wird. Obwohl wir vorlaufig nur fiinf Falle von Pankreasschadigungen 
untersuchen konnten, bei denen wir gleichzeitig die Werte fiir Trypsin 
und Kallikrein bestimmt haben, glauben wir sagen zu kénnen, dai 
sich auch bei Pankreaserkrankungen die absoluten Mengen des Kalli- 


kreins und des Trypsins vor und nach Atherreiz in der gleichen Weise, 


aber ohne die in Normalfallen erkennbare GesetzmaBigkeit andern. 

Man kénnte also wahrscheinlich durch solche Kallikreinbestim- 
mungen ein Bild von der Leistungsfahigkeit des Pankreas gewinnen. 

In unseren Versuchen findet sich zwischen dem Verhalten des 
Kallikreins und dem des Trypsins und somit wahrscheinlich auch dem 
der anderen Fermente des Pankreassaftes eine groBe Ahnlichkeit, was 
sich auch aus den Arbeiten von Frey, Kraut und Mitarbeitern? ergibt 
Denn sowohl die Pankreasfermente wie das Kallikrein kommen auber 
im Darm auch in der Blutbahn und im Harn vor. 

Es ist nach therapeutischen sowie nach rein chemischen Erfahrungen 4 
und nach den Untersuchungen von A. Szakall* fi das Kallikrein® wahr- 
scheinlich, fiir die Fermente des Pankreas ist es experimentell bewiesen, 
daB sie vom Darm aus ins Blut ® und von da in den Harn gelangen kénnen ?. 
AuBerdem steht der Weg aus den spezifischen Sekretionszellen in die Lymph- 
und Blutbahn fiir die Fermente offen und wird vielleicht auch in der Norm 
benutzt 8. 

Die Kallikreinausscheidung im Harn nimmt bei Ausschaltung der 
auBeren Pankreassekretion durch Unterbindung der Ausfiihrungs- 
ginge oder durch Entfernung des die Ductus pancreatici tragenden 
Driisenteiles zunachst nicht ab, sondern steigt 6fter sogar an, um dann 
wieder auf die Norm zuriickzugehen. Ahnliches finden wir bei den 
Fermenten des Pankreas: Sie erscheinen in Lymphe, Blut und Harn, 

1 P. Eckey, Inauguraldissertation, Diisseldorf 1934. - Siehe z. B. 
Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 168, 334. 1930. 3 H.K. Frey u. 
H. Kraut, Zeitschr. f. physiol. Chem. 167, 32. 1926. 4 4. Szakall, diese 
Zeitschr. 269, 92. 1934. — ° Kallikrein durchdringt tierische Membran, 
z. B. Hammelblinddarm, verhaltnismaBig leicht, dagegen pflanzliche Mem- 
bran (Pergament und Cellophan) viel schwerer. —® W.N. Boldyreff, Ergebn. 
d. Phys. 29, 1929, und zwar 8. 494ff. — 7 Loeper u. Esmonet, Soc. Biol. 65, 
188. 310, 445, 585, 850, 939, 996, 1908. — §& Nach Oppenheimer-Kuhn, Die 
Fermente und ihre Wirkungen 1, 424, Leipzig 1925. 
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wenn die auBere Sekretion experimentell oder beim Spontanverschlu! 
verhindert wird!. Bekannt ist auch, da Pilocarpin die Konzentratio) 
aller Pankreasfermente im Blute erhéht?. 

Fur die Sekretionsverhaltnisse des Trypsins und die des Kallikrein 
hat sich also cine weitgehende Ubereinstimmung ergeben, der wah: 
scheinlich besondere physiologische Bedeutung zukommt. Nach de: 
Untersuchungen von A. Szakall? bewirken gréBere intravendse Kalli 
kreingaben etwa ', Stunde nach Verabreichung eine lang anhaltend 
Hyperamie der ganzen Bauchorgane und des Darms. AuBerdem findet 
eine ganz Ccharakteristische Verdanderung des weiBen Blutbildes stati 
wie sie nach Boldyre/f* bei gesunden Tieren bei Eintiihrung von Pan 
kreassaft in das Duodenum bzw. in das Blut auftritt. Nach Szakual/ 
konnen die von Boldyreff beobachteten Erscheinungen auf das Kallikrein 
des Pankreassaftes zuriickgefiihrt werden, so daB die Anschauung 
vertreten) werden kann, da die Verdauungshyperamie durch das 
Kallikrein ausgelést wird. 

Der durch die Nahrung ausgeléste Sekretionsreiz veranlaBt div 
Bauchspeicheldriise zur Ausschittung der zum Abbau der Nahrungs 
stoffe notwendigen Fermente Trypsin, Amylase, Lipase usw.; gleich 
zeitig mit diesen gelangen nach unseren Feststellungen gréBere Mengen 
Kallikrein in das Duodenum. Ihre Resorption durch den Diinndarm 
sollte dann die als Verdauungshyperamie bekannte Erscheinung = be- 
wirken. 

Die Bauchspeicheldriise wiirde also demnach nicht nur die zu 
Verdauung notwendigen Fermente liefern, sie scheint auch die Aufgabe 
zu haben mit Hilfe des Kallikreins die Resorptionsbedingungen — zu 


steuern. 


Bemerkungen zu den Abbildungen und zur Versuchsanordnung. 


~ 


In’ simtlichen Kurven sind die Werte fiir Trypsin mit O--O--. die 
fi das Kallikrein mit e@--e-—— bezeichnet. Die Ordinaten unter A’ geben 
die absoluten Werte fiir Trypsin und Kallikrein pro 5 Minuten. und zwar 
fiir Trypsin in cem 0,05n Natronlauge und fiir Kallikrein in Kallikrein- 
einheiten (KLE.), die Ordinaten unter B die Konzentrationen fiir Trypsin 
und Kallikrein in je 2cem Duodenalsaft an. Der Atherreiz ist durch 
eine gestrichelte Linie parallel zur Ordinate angedeutet. Mit ..Normalfall” 
werden nur Versuchspersonen bezeichnet, die sicher keine Erkrankung de) 
Bauchorgane auftwiesen. Die Kurven mit dem Vermerk ..Verdauungshe- 
schwerden** beziehen sich auf Kranke mit leichten und voriibergehenden 
abdominellen Beschwerden. Da man bei der Trypsinbestimmung mit eine! 
Fehlergrenze von —- 5°,,. bei der Kallikreinbestimmung mit -+- 10°, reehnen 


! Wohlgemuth, diese Zeitschr. 21, 381, 1909. — ? Ob Pilocarpingaben 
auch den Kallikreinspiegel im Blute erhéhen, soll demnachst untersucht 
werden. — 3 A. Szakall, a.a.O. — 4 W.N. Boldyreff, Ergebn. d. Phys. 2%. 
1929, und zwar S. 494ff. 
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Kallikrein- und Trypsinkonzentration im Duodenalsaft. 
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muB, ist es denkbar, daB die Ubereinstimmung der Kurven fiir die 
Stoffe in Wirklichkeit gréBer ist, als einzelne Beispiele es zeigen. 


in einer Anzahl von Fallen kénnten die verzeichneten kleimeren 
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Fiir die Messungen wurden nur einwandfrei alkalisch reagierende Natt 
verwendet. Die sauer reagierenden wurden verworfen. Die Sondenlag: 
wurde in den meisten Fallen réntgenologisch kontrolliert. In Abstande: 
von 5 Minuten wurden die Vorlagen fiir die Safte gewechselt und modglichs 
bald die Werte fiir Kallikrein und Trypsin festgestellt. 

Das Trypsin wurde nach der Formoltitrationsmethode von Sorense; 
mit Fibrin als Substrat bestimmt!. Das Kallikrein der Duodenalsifte wurd: 
am Hund mit Hilfe des Frank-Pettersehen oder des Quecksilbermanomete: 
gemessen. Fiir den Atherreflex wurden 3 cem Ather pro narcosi verwandt 
Nach Einspritzung des Athers wurde die Sonde 5 Minuten lang abgeklemmit 
und weiterhin wie vor dem Reiz vertahren. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird in Reihenversuchen nachgewiesen, dali Konzentration 
f an] 


und absolute Mengen von Kallikrein und Trypsin des menschlichen 
Duodenalsaftes sich in kurzen Zeitabsténden stark andern, wobei dic 
Veranderungen fiir Kallikrein und Trypsin meist vollig gleichsinnig 
verlaufen, besonders auch dann, wenn die Safte nach Atherreizung des 


Pankreas gewonnen wurden. 

2. Die Kurven, welche die Produkte aus Trypsin- bzw. Kallikrein 
konzentration und Sekretmenge bestimmter Zeitabschnitte verzeichnen, 
verlaufen meist parallel. Sie haben bei Gesunden ein charakteristisches 
Aussehen, welches bei Pankreaserkrankten nicht feststellbar war. 

3. Es wird darauf hingewiesen da sowohl Trypsin wie Kallikrein 
im Duodenalsaft, im Blut und im Harn vorkommen. 

4. Kine mégliche physiologische Bedeutung des Kallikreins fiir den 
Verdauungsvorgang wird diskutiert. 


' Naheres siehe Eckey, Inauguraldissertation. Diisseldorf 1934. 
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Zur Frage des Auftretens von Triose beim desmolytischen 
Hexosenabbau. 


Von 
Maria Kobel und Carl Neuberg. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie.) 


In friheren Darlegungen zur Erlaiuterung des Garungs-schemas 
ist immer betont worden (1), daB jederzeit zwischen Zucker und Methyl- 
glvoxal Triosen eingefiigt werden kénnen, sobald sie nachgewiesen 
werden sollten: zugleich wurde hervorgehoben, daB dann andere Dis- 
mutationen formuliert werden kénnen und da lediglich der einfacheren 
Schreibweise wegen die Beladung mit Phosphorsiure-gruppen aus der 
schematischen Wiedergabe fortgelassen worden ist. Seitdem L. /wanow (2) 
mitgeteilt hat, daB unter dem KinfluB von Hefe ein Zuckerphosphor- 
siure-ester auftritt, der durch sein Osazon sicher als Triose-derivat ge- 
kennzeichnet wurde, sind viele Spekulationen (3) tber diese Frage ver- 
offentlicht, aber nur wenige Untersuchungen angestellt. Da} sich kein 
Triose-phosphorsaéure-ester im Hexose-di-phosphat vorfindet, das nach 
den Angaben von Harden-Young abgeschieden ist, haben Neuberg, 
Farber, Levite und Schwenk (4) gezeigt. Zur Priifung auf Triose wurde 
von den letztgenannten Autoren eine seither Ofter benutzte Methodik 
ausgearbeitet. Sie beruht darauf, daB bei der Destillation von freien 
Triosen, aber auch von synthetischer Dioxyaceton-phosphorsaiure mit 15- 


bis 20 °,iger Schwefelsaiure eine praktisch vollstandige Uberfiihrung der 
Dreikohlenstoff-zucker in Methylglyoxal erfolgt, das darauf als p-Nitro- 
phenyvlosazon (5) leicht abgeschieden werden kann. Seit 1928 bedienten 


wir (6) uns zu diesem Zwecke des 2, 4-Di-nitrophenylhydrazins als 
Reagens, das sich uns noch in vielen anderen Fallen bewahrt hat und 
dann auch von anderen gebraucht ist. Unter Heranziehung dieses 
einfachen Verfahrens hat Aluyver (7) mit H. P. Struyk in Garansitzen 
das Auftreten eines Methylglvoxal liefernden Dreikohlenstoffzuckers 
unzweifelhaft dargetan. Das Vorgehen des hollindischen Forschers 
bestand darin, daB er eine Zuckerlésung auf der Hohe der durch Hefen- 
saft bewirkten Gairung mit Phosphat versetzte und nach wieder ein- 
getretener lebhafter zellfreier Garung mit dem erwahnten Destillations- 
verfahren auf die Anwesenheit von 'T'riosen prifte. Seine Ausbeuten sind 
vering gewesen, 1°, bezogen auf die Menge des vergarenden Zuckers. 

Wir glaubten auf anderem Wege zu besseren Resultaten zu ge- 
langen: wir wahlten die Methodik, die sich an unsere alteren Vor- 
schriften zur Gewinnung von Methylglyoxal aus Garansiatzen anschloB. 
Das Prinzip dieses Vorgehens besteht darin, Garung durch Verwendung 
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von Praparaten zu verhindern, in denen die Erginzungsstoffe ganz ode: 
weitgehend auBer Betrieb gesetzt sind. Schon friiher haben wir mit 
Alkohol-Ather-Trockenpraparaten, die eine jahrzehntelange Bestiandig 
keit aufweisen (8), eine gute Bildung von Methylglyoxal erzielt, und 
zwar bei Sinner-Oberhefe. Da solche Dauerpraparate von deutschen 
Oberhefen bei der Darstellung Co-Fermente verlieren, hatte sich bereits 
aus den Befunden von Neuberg und Goltschalk ergeben, die Aceton 
praparate verschiedener Oberhefen betrafen (9). 

Das von uns fiir die im folgenden zu beschreibenden Versuch: 
bereitete Alkohol-Ather-praparat von obergariger Sinnerhefe offenbart 
direkt nicht die geringste Garkraft. [Wohl aber trat sie nach Kom 
plettierung durch Hefekochsaft (Co-Ferment) aus untergariger Hefe 
zutage.| Mit diesem Material kann man nun die Bildung von Trios: 


bzw. Triose-phosphorsiure einwandfrei zeigen, und zwar genaii 
wie wir es fiir die Methylglyoxal-ansammlung empfohlen haben mit 


Hexose-di-phosphat als Substrat. Dieses, und nicht freier Zucker wurd: 
aus den selben Uberlegungen heraus benutzt, die wir friiher fiir dic 
Anhaiufung von Methylglyoxal begriindet haben. Wir sind vorlaufig 
zu einer Ausbeute von 31,0°, gelangt, berechnet auf das eingesetzte 
Hexose-phosphat. Ganz wie in unseren alteren Versuchen erhielten wit 
bei lingerer Versuchsdauer sowie Verwendung gréBerer Fermentmengen 
auch Brenztraubensdure, und zwar hier neben der durch Destillation 
nachweisbaren T'riose bzw. ihrem Ester. Die Quantitat der gebildeten 
Brenztraubensiure hing dabei von der jeweiligen Beschaffenheit des 
Enzympraparates ab. Wie AKobel und Scheuer (10) dargetan haben. 
tritt in Aquivalenz zu anaerob sich anhaufender Brenztraubensiure 
Glycerin auf, genau wie auch in den Fallen, wo der carboxylatische 
Abbau der Brenztraubensaiure nicht gestért ist (Abfangverfahren) 
Glycerin diirfte als Reduktionsiquivalent zu dem eine Oxydationsstufe 
darstellenden Pyruvinat vorhanden sein: die Priifung darauf ist vor 
laufig aufgeschoben worden, um das Verfahren, das zur intermediaren 
Triose-ansammlung fiihrt, noch zu verbessern. 

Sicher ist, daB auf diese Weise der Nachweis von Triose bzw. von 
Triose-ester als eines reichlichen Produktes der Umwandlung von Zymo- 
di-phosphat erbracht werden kann. 


In einem im Dezember vor der Versammlung der amerikanische1 
bakteriologischen Gesellschaft in Philadelphia gegebenen  Referat 
haben wir die Frage erértert, ob das Methviglyoxal, das wir friiher unter 
der Einwirkung nahezu aller Zellen aus Hexose-di-phosphat gewinnen 
konnten, primaren oder sekundaren Ursprungs ist. Aus Untersuchungen 
von Kobel und Collatz (11) an reiner Glycerinaldehyd-3-phosphorsaur 
hatte sich ergeben, daB diese Substanz nicht unter den bei Anhaufung 
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des Methylglyoxals herrschenden Verhaltnissen freiwillig in Methyl- 
elyoxal tibergeht!. 

Auhagen und Neuberg sowie E. und 7. Auhagen (12) haben durch 
Umschaltung der alkoholischen Zuckerspaltung auf Milchsiuregarung 
Argumente beigebracht, die fiir praformierte Anwesenheit des Methyl- 
glvoxals sprechen; denkbar ware es allerdings, daB Triosephosphorsaure 
unter diesen Bedingungen auch durch Hefe in Milchsaure iibergefiihrt 
wird. Gegen die letzte Deutung spricht zunachst der Umstand, daB die 
als kristallisiertes Zinklactat isolierte Milchsiure die d(— )-Moditikation 
yewesen ist, wahrend als die natiirlich bevorzugte Form der Antipode 
vilt. Vor allem aber bereitet die Betrachtung der energetischen Verhalt- 
nisse zuvorderst Schwierigkeiten, da die Annahme, daB zwangsliufig 
Triosen oder ihre Ester Zwischenprodukte sind, nicht ohne weiteres mit 
den experimentellen Befunden im Einklang zu stehen scheint. Der 
Energieinhalt des Dioxvacetons ist von Kobel und Roth (13) festgestellt 
und zu rund 100 Kalorfen héher als der von Hexose ermittelt. Die Ver- 
brennungswarme der ‘Triose-ester zu bestimmen, sind wir beschiaftigt. 
Nach allem aber, was wir wissen, ist eine Ester-hydrolyse nur von einer 
geringfiigigen Warmeténung begleitet, so daB, wenn nicht dem selbst- 
verstandlich auch auf seinen Energieinhalt zu priifenden und vielleicht 
in gekoppelter Reaktion entstehenden Hexose-di-phosphat als Derivat 
der am-Fructose bereits eine ganz andere kalorische Konstante als 
Hexose zukommt, es a priori nicht einzusehen ist, wie cine Substanz 
hoherer kalorischer Wertigkeit auftreten kann, ohne daB gleichzeitig 
ein Produkt geringeren Energieinhalts entsteht (14). Fir den Glycerin- 


aldehyd liegen die Daten zwar nicht so hoch, erscheinen aber nach 


den bisherigen Messungen auch zu groB (15). Erst nach Ausfiihrung 
aller dieser kalorimetrischen Bestimmungen wird man zu einer be- 
friedigenden Klairung dieser Frage gelangen kénnen. 


In qualitativen Vorversuchen gelangten 2¢ Alkohol-Ather-Trocken- 
praparat von obergiiriger Sinnerhefe auf 40 ccm einer 1,4° igen Lésung 
von hexose-di-phosphorsauren Alkalien (16) ohne sonstige Zusaétze zur Ein 
wirkung (Temperatur stets etwa 20°); dabei wurde festgestellt, dafi nach 
Zugabe des Ferments zum Substrat alsbald Triose bzw. deren Ester im 
Reaktionsgemisch auftrat und daB die Quantitat bei langerer Versuchsdauer 
zunahm. Die Priifung auf Triose geschah, indem das mit Trichloressigsaéure 
enteiweiBte Versuchsgemisch nach der Methode von Neuberg, Fdrber, Levite 
und Schwenk (4) mit Schwefelsiure aus dem Paraffinbade destilliert und 

' Anmerkung. Inzwischen haben O. Meyerho/ u. K. Lohmann (Naturwiss. 
22, 134, 1934) kurz mitgeteilt, daB sie neben Glycerinaldehyd-phosphor- 
séure Uberwiegend und in betrachtlicher Ausbeute eine isomere Dioxy- 
aceton-phosphorsaéure bei der Einwirkung von dialysiertem Hefesaft auf 
Hexose-di-phosphat isoliert haben. Ob dieses Derivat der Ketotriose sich 
anders verhalt, vermégen wir nicht zu beurteilen. 
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im Destillat das aus Triose bzw. Triose-phosphat erzeugte Methylglyoxa 
mittels 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin-chlorhydrat niedergeschlagen wurde. |) 
dem enteiweibten Filtrat direkt entstand bei einer Versuchsdauer bis z 
| Stunde auf Zugabe von salzsaurem 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin innerha!! 
2 Stunden keine Fallung. Bei langerer Ausdehnung der Versuche sowi 
Anwendung groBerer Fermentmengen war mit dem angegebenen Reagen 
auch Brenztraubensaure nachzuweisen; ihre Quantitat stieg mit verlangert: 
Versuchsdauer. 

In Vergleichsversuchen, in denen eine Suspension der Alkohol-Ather 
Hefe in Wasser erst mit Trichloressigsiure und dann mit Kalium-hexos« 
di-phosphat-lésung) versetzt worden war, konnte mit der erwahntes 
Methodik weder Triose noch Brenztraubenséiure nachgewiesen werde 


Quantitative Versuche. 


Fr. 


1. 80cem  1,4°,ige Loésung von Kalium-hexose-di-phosphat, 4 ¢ t1 
Alkohol-Ather-hefe. nach 1 Stunde mit 20 cem 10° 
enteiweiBt. cl 

2. Wie 1, nach 2'/, Stunden enteiweiBt. 

3. Wie 1, nach 3 Stunden enteiweiBt. 

4. Wie 1, nach 4 Stunden enteiweiBbt. 

5. 80cem 2,8°,ige Lésung von Kalium-hexose-di-phosphat. 4 ¢ 
Alkohol-Ather-Hefe, nach I Stunde mit 20 cem 10°,iger Trichloressigsaur 
enteiweiBt. 

6. Wie 5, nach 2'/, Stunden enteiweiSt. : 

7. Wie 5, nach 3 Stunden enteiweibt. 

8. Wie 5, nach 4 Stunden enteiweiBt. 


iger Trichloressigsaur i: 


Von jeder der enteiweiBten Fliissigkeiten wurden zur Bestimmung de: 
vorhandenen Triose zweimal je 12,5cem mit je 1,25 ¢em 2,3g¢ konz 
Schwefelsaure unter Erhaltung des Volumens (durch Nachfiillen vor 
Wasser) destilliert und je 50cem Destillat aufgefangen. Je 100 cem Destillat. 
die also 20cem Versuchslésung entsprachen, wurden mit der salzsaure: 
Léosung von 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin versetzt, kurz erwarmt und nach 
1' ,stiindigem Stehen auf Glasfiltertiegeln abgesaugt. Nach Waschen mi! 
n Salzsiure, Wasser (und bei Gegenwart von Brenztraubensaure noc} 
mit Sodalésung) sowie mit heiBem Alkohol! (bis das ablaufende Filtrat 
nicht mehr gefarbt war), wurde der Niederschlag getrocknet und gewoge! 


2 
» 


Zur Bestimmung der gebildeten Brenztraubenséure wurden je 50 ecn 
der enteiweiBten Lésungen (entsprechend 40 cem Versuchslésung) un 
mittelbar, d.h. ohne vorherige Destillation mit H,SO,, mit 2, 4-Di-nitro 
phenylhydrazin-chlorhydrat gefallt. Der Niederschlag wurde nach 1'/,stiin 
digem Stehen in der Kalte abgesaugt, mit Salzséiure und Wasser gewascher 
getrocknet, gewogen, in Soda gelést und mit Salzséiure wieder ausgefiillt 
Das Gewicht der in Soda unléslichen Spuren, die sich pro Versuch aut 
5 bis 15 mg beliefen, wurde von der Menge des Rohproduktes in Abzuy K 
gebracht. ol 
Die auf den ganzen Ansatz umgerechneten Quantitaten der erhaltenc! n 
Mengen an Methylglyoxal-bis-2, 4-di-nitrophenylhydrazon und Bren: di 
traubensdure-2, 4-di-nitrophenylhydrazon sind in Tabelle | angegebe1 tr 


! Zwecks Entfernung von Furfurolderivaten (Oxymethylfurfurol usw. 
vel. E. Simon, diese Zeitschr. 247, 171, 1932. bs 
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Tabelle I. 
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Versuchsdauer 


Std. 


- 


- 


Soe Rw 


+ Do 


Diese Tabelle enthalt auch dic 
traubensdure tibergegangenen 
zugrunde 


serechnung 


? 
g Methyl- 


glyoxal-bis-2, 4- 


di-nitrophenyl- 
hydrazon 

fur den ganzen 
Ansatz 


0,132 
0,175 
0,186 
0,186 
0,184 
0.236 
0.232 
0,256 


gelegt ist, 


g Brenztrauben- 
siure- 

2, 4-di-nitro- 
phenylhydrazon 
fiir den 
ganzen Ansatz 


0 

0.0685 
0,1300 
0.1860 
0 

0,0817 
0.1288 
0.4350 


> Prozentzahlen fiir die in 


L Mol 


dab 


des Aus- 
gangsmaterials 
iibergegangen 
in Triose bzw. 

Triose- 
phosphorsdure 


6,7 
8.Y 
9,5 
95 


Triosederivat bzw. | Mol Brenztraubensaure liefern kann. 


Ef. 


Versuche mit langerer Versuchsdauer. 


0 


des Aus 
gangsmaterials 
libergegangen 
in Brenz- 
traubensiure 


10.6 
35.6 


Triose bzw. Brenz- 
Anteile des Ausgangsmaterials, wobei der 
Hexose-di-phosphat 


2 Mol 


Die Zusammensetzung und Aufarbeitung der Versuche | bis & war die 


gleiche wie die der 


Mengen an 


ersten Serie. 


und 


Die Versuchsdauer sowie die gefundenen 
Methylglyoxal-bis-2, 4-di-nitrophenylhydrazon 


Brenz 


traubenséiure-2, 4-di-nitrophenylhydrazon ferner die Prozentzahlen sind in 
Tabelle LI zusammengestellt. 


Tabelle II. 





; Versuchsdauer 
Nr. 


std 


g Methyl- 
glyoxal-bis-2, 4- 
di-nitrophenyl- 

hydrazon 
fiir den ganzen 

Ansatz 


0,1988 
0.2021 
0.2020 
0.1452 
0.1972 
0.2200 
(),.2080 
0,1976 


g Brenztrauben- 
siure- 

2, 4-di-nitro- 
phenylhydrazon 
fiir den 
ganzen Ansatz 


0,1598 
0,1980 
0.2288 
0,2846 
0,1650 
0,2106 
0,2884 
0.4294 


95 des Aus- 
gangsmaterials 
iibergegangen 
in Triose bzw. 

Triose- 
phosphors&ure 


10,1 
10.3 
10.3 
7.4 
5,0 
5,6 
53 


5.0 


® 9 des Aus 
gaungsmaterials 
iibergegangen 

in Brenz- 
traubensiure 


26,2 


IIL. Versuche mit verdiinnterer Hexose-di-phosphat-losung und kleineren 
Mengen Ferment. 


Die Zusammensetzung der Versuche | bis 4 betrug je 80 cem 0,35 °ige 
Kalium-hexose-di-phosphat-lésung und 0,5 g Alkohol-Ather-Priiparat von 


obergariger Sinnerhefe. 
zuvor beschriebenen Weise. 


EnteiweiBung und Aufarbeitung erfolgten in der 
Daten iiber Versuchsdauer und die Ergebnisse 
der quantitativen Untersuchungen sind in Tabelle IIL verzeichnet. 


Brenz- 


traubensiure wurde bei dieser Versuchsanordnung nicht gebildet. 

Stets wurden die 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin-verbindungen des Methy!- 
glyoxals und der Brenztraubensdéure durch Schmelzpunktsbestimmungen 
wie Analyse identifiziert. 
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Tabelle III. 





g Methyl-glyoxal- 5) des Ausgangs- 
bis-2, 4-di-nitro- materials tiber- 
phenylhydrazon  gegangen in Triose 
ftir den ganzen bzw. Triose- 
Std. Ansatz phosphorsdure 


Versuchsdauer 


16 0,1192 24.3 
24 0.1336 27,2 
40 0.1525 31,0 


Zu den Versuchen der dritten Serie diente eine andere Zubereituny 
von Alkohol-Ather-Trockenhefe. Wurden mit dieser Ansatze von de: 
Zusammenstellung und Dauer der Versuche in Serie Il vorgenommen, so 


€ oO 


erhielten wir nur 3°, Triose neben 3°, Brenztraubensaure. 

Auch durch Einwirkung eines Alkohol-Ather-praparats von gi 
keimten Saubohnen sowie von Zuckererbsen aut Hexose-di-phosphat 
wird das ‘'lriosederivat erzeugt: es laBt sich in gleicher Weise durch 
Destillation der enteiweiBten Versuchslésung mit Schwefelsiure in 
Methylglyoxal verwandeln und als solches bestimmen. 

Man sieht somit, daB der Vergleich (17) mit der Zuckersynthese 
Emil Fischers allgemeiner gezogen werden kann, da nicht allein der 
enzymatische Aufbau von Hexose- aus Triose-derivaten (Lebedew, 
Neuberg u. Kobel, Iwasaki), sondern auch der umkehrende Vorgang 


moglich ist. 


Unser aufrichtiger Dank gebiihrt der Rockefeller- Foundation in 
New York, die uns Mittel fiir die Bearbeitung dieses Gebietes zur Ver- 
fiigung gestellt hat. 
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Uber die Kohlensiure-Assimilation der roten 
Schwefelbakterien. I. 
Von 
Hans Gaffron, 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 10, Marz 1934.) 


Mit | Abbildung im Text. 


C. B. van Niel! und spater FP. M. Miiller? haben das Wachstum 
der roten Schwefelbakterien in organischen Nahrmedien untersucht 
und die einander widersprechenden Befunde friiherer Autoren dahin 
hestatigt bzw. berichtigt, daB die autotrophen Thiorodaceen auch in 
organischen Nahrmedien vorziiglich gediehen. Da hierbei die roten 
Schwefelbakterien die Energie des Lichtes nicht entbehren konnten, 
schien es, als ob sie in Gegenwart organischer Substanzen den gleichen 
‘Stoffwechsel hatten, den ich bei den Purpurbakterien gefunden habe®. 

..[t soon appeared that all the strains used developed quite well in the 
presence of yeast extract. Consequently organic matter may replace the 
sulphide’, schreibt van Niel4, und F. M. Miiller® sagt: ,,.In summarising 
the considerations given in this chapter on the metabolism of the purple 
sulfur bacteria, we can say that all evidence is in favor of the assumption 
hat with these organisms also organic substances can act as donators for 
the hydrogenation of CO,*. 

Ich habe den Stoffwechsel eines charakteristischen roten Schwefel- 
bakteriums, Thiocystis, mit der Methode von Warburg untersucht und 
gefunden, daB organische Substanzen den Schwefelwasserstoff und 
andere oxydierbare Schwefelverbindungen als Substrat (Wasserstoff- 
donator) der Kohlensaureassimilation nicht ersetzen kénnen. Der 
Unterschied des Stoffwechsels von roten Schwefelbakterien (Thio- 
cystis) und Purpurbakterien (Rhodovibrio) ist sehr deutlich. Gibt man 


zu einer Suspension von Rhodovibrio etwas buttersaures Natrium und 
belichtet, so werden fiir jedes Molekiil Butterséiure 0,4 Molekiile Kohlen- 
siure assimiliert, auBerdem wird die Carboxylgruppe  reduziert®, 


Macht man denselben Versuch mit Thiocystis, so geschieht gar nichts. 
Trotzdem wachst Thiocystis sehr gut in Medien, die statt Sulfid organi- 
sche Verbindungen enthalten. Die Erklérung hierfiir liegt in einer 
teaktion, die von der Kohlensaureassimilation unabhangig ist und im 


1 C, B. van Niel, Arch. f. Mikrobiol. 3, 1, 1931. 2 F. Miller, (Deltt) 
Dissertation. Berlin, J. Springer, 1933. 3-H. Gaffron, diese Zeitschr. 
260, 1, 1933. — 41l.c. S. 98. —5l.c.S. 164. ® Diese Zeitschr. 260, 13, 1933. 
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Dunkeln (anaerob!) ablauft. Wahrend Rhodovibrio Butyrat im Dunkeln 
unverandert laBt, benutzt Thiocystis die organische Substanz zu 
teduktion von Sulfaten. Hierbei entstehen Sulfide, Kohlensaéure und 
organische Sauren. Die gebildeten Sulfide ! erméglichen eine Assimi- 
lation von Kohlensdiure, wenn die Bakterien belichtet werden. 

Vor 50Jahren hat Th. W. Engelmann? in seinen klassischen 
Untersuchungen tber Purpurbakterien beschrieben, wie diese Organismen 
bei Bestrahlung mit spektral zerlegtem Licht ein ,, Bakteriospektro- 
gramm* bilden und sich besonders im nahen Ultrarot ansammeln. 
Er schloB daraus auf eine assimilatorisch wirksame Absorption des 
ultraroten Lichtes. Spater haben J. Buder® und L. Dangeard4 diese 
oft zitierte Beobachtung bestatigt und erweitert. Buder machte dabei 
auf die Gegenlaufigkeit der Absorptionsspektren der griinen Pflanzen 
und der Purpurbakterien aufmerksam®. Ein wirklicher Beweis dafir, 
daB eine Verwertung der Energie des ultraroten Lichtes und nicht 
eine allgemeine Warmewirkung vorliegt, ist bisher jedoch nicht erbracht 
worden. Die Nachpriifung der Engelmannschen Auffassung mit Hilfe 
von Stoffwechselmessungen an roten Schwefelbakterien hat nun ihre 
endgiltige Bestatigung ergeben. Bestrahlt man eine Suspension von 
Thioeystis in Gegenwart von Thiosulfat und Kohlensiure mit Ultrarot 
(750 bis 900 my), so beginnt eine lebhafte Assimilation von Kohlensaure. 
Rotes Licht (620 bis 700 my) ist dagegen wenig wirksam, da es schwach 


absorbiert wird. Blaues Licht (420 bis 450 my) ist unwirksam, obgleich 
es sehr stark absorbiert wird, da die Absorption hauptsachlich durch 


die photochemisch unwirksamen Carotinoide erfolgt. 


Ziichtung der Bakterien (Thiocystis). 


Kolgende Nahrlésung, die nach Angaben van Nie/s und des Instituts 
fiir Mikrobiologie in Delft hergestellt wurde, hat sich sehr bewahrt. 

| Liter ausgekochtes Leitungswasser, 5g NaHCO, (D. A. B. V1), 
lg NH,Cl, 2 g Na,S,0,. 5 H,O, 0,2 ¢g KH,PO, 0,1 g MgCOs,, 015g NaHS. 

Das Wasser wird noch hei® in die Flaschen gefiillt. Bei einer Tem- 
peratur von 40° werden die Salze, dann die Impfbakterien zugegeben. 
Die Belichtung erfolgt am besten durch eine Reihe kleiner Metallfaden 
lampen, deren Warmestrahlung die Flaschen auf 35 bis 37° halt. Ist die 
Raumtemperatur so niedrig, da die Temperatur der Flaschen unter de 
geforderten bleibt, so stiilpt man einen Pappkasten tiber die Anordnung 
von Kulturflaschen und Lampen. In den ersten 24 Stunden vermehren sich 


' Uber Polysulfide und Polythionsaure in farblosen Schwefelbakterien 
siehe O. von Deines, Naturwiss. 21, 873, 1933. 2 T. W. Engelmann, Bot 
Zty. 46, 681, 1888. 3 J. Buder, Naturwiss. 8, 260, 1920. — * L. Dan 
geard, Le Botaniste 19, 1—397, 1927 (zitiert nach van Niel). 5 Erst 
seit Buders Arbeiten werden Purpur- und rote Schwefelbakterien sorg 
faltig geschieden. 
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die Bakterien ohne starke Farbstoffbildung; sie speichern dabei, wie die 
mikroskopische Priifung ergibt, viel Polysulfid auf!. Am zweiten und den 
folgenden Tagen nimmt nicht nur die Zahl der Bakterien, sondern auch die 
Intensitat ihrer Farbung zu. Nach 1 Woche kénnen die Bakterien ab 
zentrifugiert werden. Das Wachstum hat dann meist aufgehért. Wenn 
sich durch Temperaturschwankungen eine Luftblase unter dem Stopfen 
einer Kulturflasche gebildet hat, so mu man sofort mit Schwefelwasser- 
stoffwasser nachfilllen. Da in der genannten Nahrlésung keine hetero 
trophen Organismen wachsen kénnen, gelangt man mit etwas Sorgfalt 
rasch zu Reinkulturen. Man iiberzeugt sich davon mit Hilfe des Mikroskops. 
am besten unter Zusatz von Methylenblau, das nicht nur die Bakterien 
gut farbt, sondern auch die lebhafte Bewegung sistiert. Thiocystis ist viel 
empfindlicher gegen den Luftsauerstoff als z. B. Rhodovibrio. Man wascht 
daher auf der Zentrifuge immer unter Zusatz von Schwefelwasserstoff 
bzw. Sulfid. Die Bakterien setzen sich leicht ab, polysulfidreiche besonders 
rasch. Ausfiihrliche Angaben iiber Zucht und Aussehen von roten Schwefel- 
bakterien, auch Thiocystis, findet man bei van Niel®. 


Methode der Stoffwechselmessung. 


Die Methode der manometrischen Messung nach Warburd habe ich 
auch hier verwendet*. Es ist nur hinzuzutiigen, daB Thiocystis optimal 
bei einer Konzentration der Nahrlésung an Bicarbonat wachst. die fiir die 


Versuch 1. 
Kohlensaureassimilation in Gegenwart von Thiosulfat. 


Thioeystis mit 0,025°, Natriumbicarbonat gewaschen, in 0,025°,, Bi- 

carbonat suspendiert, 12 Stunden bei 0° gestanden. Je 3.cem Suspension 

mit etwa 8 mg Bakterientrockengewicht. Gas: Ny, 5°, CO. Temperatur: 

36°. Belichtung: eme Lampe, 75 Watt Stromverbrauch, 10 em = Faden- 
abstand. 





2 3 4 


Zugesetzte Menge emm CQO., 


Nay So 0, alaiebton emm Biearbonat in der 


Suspension 
emm 
um- Bakterien COs. 
gerechnet assi- 
in ¢mm allein s, : aia cha Zu- miliert 
Normal- (Kon- Thio vorher nacnher jahme 
Gas . trolle) sulfat 


0,2 n/10 448 15 577 562 
0,5 n/50 294 i 6 288 282 264 178 104 
0.24 n/50 108 ; 6 | 133 | 129 3H) 169 83 44 
d | 04 n/50 179 9 225 216 233 133 92 
Relative 
Groben: 4 5 3 2 


Dieser Versuch zeigt. da aus Thiosulfat nicht gleich Sulfit oder Sulfat 
entsteht, sondern wahrscheinlich Polythionséuren, wie dies O. von Deines 
fiir die farblosen Schwefelbakterien angenommen hat. 


1 QO. von Deines, a.a.O. > Arch. f. Mikrobiol. 3, 1, 1931. * Vek. 
diese Zeitschr. 260. 10, 1933. 
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Manometrie in den tiblichen GetaBen viel zu hoch ist. Auch ist py in solehen 
Lésungen, die im ManometergefaB sich standig im Ausgleich mit eine) 
Atmosphare von 5°, Kohlensaure in Stickstoff befinden, natiirlich niedriger 
als in einer nicht mit Kohlenséure behandelten Auflésung des kéuflichen 
Bicarbonats. Die Lebensbedingungen sind daher fiir Thiocystis in den 
ManometergeféBen ungiinstiger, die Reaktionsgeschwindigkeiten wahi 
scheinlich kleiner als in den Kulturflaschen. ie Art des Stoffwechsels, fii 
den die Versuche Belege liefern sollen, wird durch die genannten Unter 
schiede nicht beriihrt. 
Versuch 2. 

Kohlensdureassimilation in Gegenwart organischer Substanzen. 
Aus einer in der angegebenen Naéhrlé6sung normal gewachsenen Kultur 
von Thiocystis wurden am fiinften Tage je 3 cem Suspension fiir den Versuch 
entnommen. Trockengewicht der auf der Zentrifuge gewaschenen Bakterien : 
2mg. In GefaB I wurden die Bakterien allein, in GefaB Il Bakterien 

0.5 cem m/20 buttersaures Natrium gebracht. Gas: Ny, 5°, CO,. Tem- 
peratur: 36°. Belichtung: eine Lampe. 75 Watt in 10em Abstand. Die 
GefaBe wurden gleich zu Beginn des Versuchs und dann nach langeren 
Dunkelzeiten belichtet. Das Ergebnis wird durch Abb. | veranschaulicht 
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Zu Anfang des Versuchs geben Bakterien mit und ohne Zusatz von 
organischer Substanz bei Belichtung die gleichen sehr kleinen Ausschlage 
Nach einer langeren Dunkelzeit absorbieren die Bakterien, denen organische 
Substanz zur Verfiigiung gestanden hat, bei Bestrahlung eine groBe Menge 
Kohlensaéuce. 

Versuch 3. 
Einflu8 vonorganischer Substanzund von Sulfat auf die Dunkel- 
reaktion bei Thiocystis. 
3a. Je3cem Bakteriensuspension m /200 Na HCO,. Trockengewicht: 10mg. 
Bakterien vorher mit verdiinnter Natriumbicarbonatlésung gewaschen 
Gas: N,, 5°, CO, Temperatur: 36°. Belichtung: wie vor. 





1 2 3 
BR. + 0,3 eem 
a, + 0,3 cem m/5 Na» $0, 
B. ohne Zusatz m/5 Nay SO, + 0,3. ¢em 
m/10 Butyrat 


emm Kohlenséure abgegeben 


6 Std. dunkel. ..... 65 134 
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3b. Die gleiche Bakteriensuspension, 2 Tage unter N, im Eisschrank. 
Gas, Temperatur, Belichtung: wie vor. 





3 
B. + 0.3 eem 
B. + 0.3cem eae m5 NagSO, 
m 10 apfelsaures ’ 


: “ + 0,3 ecm 
Na, SO ’ 
Natrium ” 4 m 10 apfelsaures 


Natrium 


emm CO, abgegeben bzw. aufgenommen 


5 Min. hell Dag 4 - ¢ 
90 , = dunkel era 4 1 + 34 
180 i oe i + 62 
i" ee - + 72 

ssa Lovee - 16 


. fee é 20 


3c. Thiocystis in H,O suspendiert, 24 Stunden im Hisschrank. Abzentri- 

fugiert und in 1,6°,, NaHCO, suspendiert (etwa m/5). Je 3 cem Suspension 

= 838mg Bakterientrockengewicht. Gas: Nz. 5°, CO,. Temperatur: 36°. 
Belichtung: wie vor. 





o 





B. sus- 
B. suspendiert in 1,69), NaHCO, pendiert 


in H,0 


emm Kohlensiture abgegeben bzw. aufgenommen 


40 Min. dunkel +1 + 14 + 14 + 16 +12 
Organische 0,3 cem 0,3 cem 0,3 eem 0.3 cem 
Substanz jf o— 2% ig. 2°ig. Mg- m/10 Na- m10 Na- 
zugegeben Glucose Hexosephosphat Butyrat Butyrat 

40 Min. dunkel + 13 + 16 + 13 + 16 
Sulfat 
zugegeben 
40 Min. dunkel 14 + 40 - 39 Ae | 30 


In alle GefaBe (auber 1) 0.2cem m/5 KySO 
29U4 


oo .. : +02) + 81 + §2 + 69 
20 , i +10 4+- 25 + 21 - 32 + 20 
30, hell 50 — 126 — 105 : — 5 
20 . = dunkel + 8 + 29 + 28 36 L 16 
Anderung der Reaktionsgeschwindigkeit wihrend der 
Belichtungszeit (30 Min.) 
erste 5 Min. hell -10 - 47 3D 
letzte 5 ‘ + 3 a 10) 
Korrigierte Kohlensiureabsorption fir die Hell-Zeit unter 
Annahme, dali die Dunkelreaktion, die Abgabe von C 
auch bei Belichtunge weiter lauft: 


30 Min. hell korr. — 63 — 166 143 175 
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3d. Je 3ccem Thiocystissuspension direkt der Kulturflasche entnommen 
(Etwa 0,5°, NaHCO;.) Trockengewicht: 2mg. Gas: N,, 5°, CO. Tem 
peratur: 36°. Belichtung: eme Lampe, 75 Watt Stromverbrauch, 10 cm 


Fadenabstand. 





1 2 3 4 


Zeit 
cmm Kohlensiure abgegeben bzw. aufgenommen 


30 Min. hell . 2. . 1 2 ES - 3 
0,5 cem 


O05 ce , 
tg m/20 Na-Butyrat 


Fone 0,2 ecem ; 
Zusatz von. we m/20 Na- 


md k,SO 0,2 eem 
| | iathyeet mid KySO, 

10 Min. hell . . 1 pv — 1 — 383 
1020 ., dunkel. . 5 - 11 — 8 4 
' oe: || ae — 10 16 — 106 111 
1260 ., dunkel. . + 52 + 48 + 96 + 114 
Oo 6|,.l6hClUhheHl . ti 7 2% 160 — 173 
15 , dunkel. . + 3 + 3 + 14 1 17 
60. dunkel. . + 6 + 11 + 43 + 42 


Aus Versuch 3 (a bis d) geht hervor, daB Thiocystis bereits ohne irgend- 
einen Zusatz in Bicarbonatlésung suspendiert eine Dunkelreaktion aufweist, 
deren GréBe von dem Ernéhrungszustand abhangt. Sowohl durch Sulfat 
wie durch organische Substanzen wird die Kohlenséureentwicklung § ge- 
steigert. In demselben MaBe steigt auch die Menge der bei nachfolgender 
Belichtung assimilierten Kohlenséure. In Grenzfallen geniigt der Zusatz 
einer Substanz, entweder von Sulfat (8c) oder von Natriumbutyrat (3d), 
um fast die ganze mégliche Steigerung zu erhalten. 


Versuch 4. 
Bildung von tixen Séiuren neben Kohlensaure bei der Sulfat- 
reduktion durch Thiocystis. 


Gas: N,, 5°, CO... Temperatur: 36°. 





=" ; emm COs, 
Reak- : cmm NaHCO; || 
‘ tions- ae in der Lisung fs 
Zusammensetzung seit COs In der Losung durch 
der Versuchslisung (dunkel) ent- neu- Sduren 
wickelt|| | | _ gebildet aus- 
Std. vorher nachher getrieben 
leem B, (24mg Trocken- | 
gewicht) | 16 258 179 0 79 179 
+ 0,05 eem m10 NagSO, 
3cem B. (7 mg Trocken- 
gewich oxy ‘ie ‘ - 
oa 20. 158 72 «18 99 59 
(Suspension 3 Tage im His- | 


schrank !) 
3cem B. (10 mg Trocken- 
gewicht) 2 Fe 8 8 ot 
+ 0,3 cem m/10 apfelsaures | ” 58 a : a6 a 
Natrium + 0,3 ccm m/5NagSO,4 


snd 
eist, 
fat 
ge- 
ider 
satz 
3d), 
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Dieser Versuch zeigt. daB ein groBber Teil der manometrisch gemessenen 
Kohlensaéure aus dem Bicarbonat der Versuchslésung stammt. Ob neben 
der Sulfatreduktion noch gewéhnliche Gaérungsvorginge an der Kohlen- 
saure- und Saéurebildung beteiligt sind, laBt sich an Hand der vorstehenden 
Versuche noch nicht entscheiden. 


Versuch 5. 


Kohlensaéureassimilation im Ultrarot. 


3cem Thiocystissuspension in 0,2°,, NaHCOs,, m/l00 NagS,O,. Trocken- 
gewicht etwa 8mg. Gas: Nz, 5°, CO... Temperatur: 35°. Belichtungs- 


zeit: 5 Minuten. 





Licht- CO» 
Lichtfarbe wellenlinge Lichtfilter absorbiert 


mu emm 


BG 3 3mm 
+OG tL 3mm 
RG 2 3mm 
Rot 620—690 BG 17 5mm 

BG 9 3mm 
Blau 420—450 BG 12 3mm 


(Ultrarot) 720 —900 


Als Filter fiir diesen orientierenden Versuch habe ich Farbgliiser von 
Schott & Gen. benutzt. Die angegebenen Filternummern entsprechen der 
Liste 4777. Eine genaue Abgrenzung der Spektralgebiete ist damit nach 
der langwelligeren Seite hin kaum zu erreichen. Das Licht einer 500 Watt, 
230 Volt Osram-Kinolampe wurde durch ein Linsensystem auf das Versuchs- 
gefaB konzentriert. Das langwellige Ultrarot wurde durch eine Wasser- 
schicht von 30em Dicke absorbiert. 
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